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Celice CHO so že vrsto let vodilni ekspresijski sistem za proizvodnjo bioloških zdravil. 
Trenutni razvoj celičnih linij temelji na naključni integraciji ekspresijskega vektorja v 
genom celic CHO, s čimer pridobimo klone, ki se med sabo zelo razlikujejo tako v stopnji 
kot tudi stabilnosti produkcije proteinov. Za razvoj visoko producirajoče celične linije, je 
tako potrebno generirati in presejati ogromno število klonov. Predpostavili smo, da bi s 
tarčno integracijo mAb ekspresijskega vektorja v regije genoma celic CHO, ki se nahajajo 
blizu super-ojačevalcev določenih z metodo ATAC-seq, lažje in hitreje razvili visoko 
producirajočo celično linijo. V okviru magistrske naloge smo želeli vzpostaviti enostaven 
in učinkovit način tarčne integracije. Za vstavitev lineariziranega mAb ekspresijskega 
vektorja v tarčno mesto smo izkoristili popravljalni mehanizem spajanja nehomolognih 
koncev, ki sodeluje pri popravilu dvojnega preloma DNA. Prelom dvojne vijačnice smo 
v celicah tarčno sprožili z uporabo orodja za urejanje genoma. Z razvito metodo smo 
dosegli učinkovitost tarčne integracije med 3 in 11 %, odvisno od učinkovitosti delovanja 
sistema za urejanje genoma in tarčne regije. V drugem delu magistrske naloge smo pri 
klonih s tarčno integriranim ekspresijskim vektorjem ovrednotili vpliv super-ojačevalcev 
na izražanje heterolognih genov ter na produktivnost posameznih klonov. Pokazali smo, 
da s tarčno integracijo dosežemo 1,7-krat višjo stopnjo izražanja heterolognih genov ter 
1,5-krat višjo specifično produktivnost. Z analizo, v kateri smo ugotavljali stopnjo 
izražanja heterolognega gena na posamezno kopijo ekspresijskega vektorja pa smo 
ugotovili, da med kloni s tarčno in naključno integracijo ni statistično pomembne razlike. 
Poleg tega smo pokazali, da z metodo tarčne integracije na osnovi popravljalnega 
mehanizma spajanja nehomolognih koncev v genom celic CHO integriramo večje število 
kopij heterolognega gena kot z naključno integracijo. V okviru magistrske naloge smo 
torej uspeli razviti način za pripravo celičnih linij z izboljšano produktivnostjo.  




Targeted integration of heterologous monoclonal antibody genes into the genome of 
CHO cells 
Abstract 
For many years, CHO cells have been the leading expression system for the production 
of biological drugs. The current cell line development process is based on the random 
integration of the expression vector into the genome of CHO cells, which leads to the 
generation of clones that differ significantly in both the rate and stability of protein 
production. In order to develop a highly producing cell line, it is necessary to generate 
and screen a huge number of clones. We hypothesized that targeted integration of the 
mAb expression vector into regions of the genome located close to the super-enhancers, 
determined by the ATAC-seq method, would allow easier and more rapid development 
of a high-producing cell line. As part of the master's thesis, we wanted to establish a 
simple and effective targeted integration approach. For the insertion of a linearized mAb 
expression vector into the target site, we utilized a DNA double-strand break caused by 
genome editing tool, which is repaired by the non-homologous end joining (NHEJ). With 
the developed method, we achieved between 3 and 11 % efficiency of targeted 
integration, depending on the activity of the genome editing tool and the target region. In 
the second part of the thesis, we evaluated the influence of super-enhancers on the 
expression of heterologous genes and the productivity of individual clones with a target-
integrated mAb expression vector. Targeted integration has been shown to increase the 
expression of heterologous genes and specific productivity of generated clones by 1,7-
fold and 1,5-fold, respectively, when compared to random integration. However, when 
analyzing the mRNA expression levels per copy of the heterologous gene, no statistically 
significant difference between clones with targeted and random integration was observed. 
Furthermore, we have shown, for the first time, that when using NHEJ based targeted 
integration of expression vector into the CHO cell genome, more copies of heterologous 
genes are introduced into the genome compared to random integration, leading to higher 
specific productivity. In summary, we developed a targeted integration approach for 
generating production cell lines with improved productivity. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
ACE  umetni ekspresijski kromosom (angl. artificial chromosome expression) 
ATAC-seq metoda za določanje dostopnosti kromatina s transpozazo in 
sekvenciranjem naslednje generacije (angl. assay for transposase 
accessible chromatin using sequencing) 
bp  bazni par  
CAST transpozaza povezana s CRISPR (angl. CRISPR-associated transposase) 
cDNA  komplementarna DNA 
Celice CHO ovarijske celice kitajskega hrčka (angl. Chinese hamster ovary cells) 
Chip-seq imunoprecipitacija kromatina, ki ji sledi sekvenciranje naslednje 
generacije (angl. chromatin immunoprecipitation followed by next 
generation sequencing) 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (angl. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats)  
Ct  cikel, pri katerem amplifikacijska krivuja preseže pražno vrednost 
ddPCR kapljična digitalna verižna reakcija s polimerazo (angl. droplet digital 
PCR) 
DHFR  dihidrofolat reduktaza 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DNase-seq sekvenciranje hipersenzitivnih mest za DNazo I (angl. DNase I-
hypersensitive site sequencing) 
dsDNA dvoverižna deoksiribonukleinska kislina 
FACS  ločevalnje fluorescenčno označenih celic (angl. fluorescence-activated 
cell sorting) 
FISH  fluorescenčna hibridizacija in situ (angl. fluorescence in situ hybridization) 
gDNA  genomska DNA 
HR  homologna rekombinacija 
IRES  notranja vstopna mesta za ribosom (angl. internal ribosome entry site) 
kb  kilobaza 
mAb  monoklonsko protitelo 
MAR  regije, ki se pripenjajo na matriks (angl. matrix attachment regions)  
 
 
mFISH večbarvna fluorescenčna hibridizacija in situ (angl. multicolor 
fluorescence in situ hybridization) 
mRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
NFW  voda prosta nukleaz (angl. nuclease free water) 
NGS  sekvenciranje naslednje generacije (angl. next generation sequencing) 
NHEJ  združevanje nehomolognih koncev (angl. non-homologous end joining) 
NTC  negativna kontrola brez matrične DNA 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
qPCR  kvantitativni PCR 
rcf  relativna centrifugalna sila 
TALEN nukleaze z efektorji podobnimi transkripcijskim aktivatorjem (angl. 
transcription activator-like effector nucleases) 
UCOE  ubikvitinski elementi, ki odpirajo kromatin (angl. ubiquitos chromatin 
opening element)  
ZFN  nukleaze s cinkovimi prsti  (angl. zinc-finger nucleases)




1.1 Celice CHO 
Celična linija CHO izhaja iz celic ovarija samice kitajskega hrčka. Kitajski hrček je bil 
kot laboratorijska vrsta prvič uporabljen že leta 1919. Zaradi nizkega števila kromosomov 
(2n=22) so ga uporabili kot model v citogenetskih študijah ter v študijah tkivnih kultur. 
Leta 1957 so iz ovarijev samice kitajskega hrčka izolirali celice in jih gojili v petrijevi 
plošči. Opazili so, da se jih da enostavno gojiti ter da imajo kratko podvojitveno dobo. V 
celicah CHO je bil z rekombinantno tehnologijo izdelan prvi terapevtski protein v 
sesalskih celicah, ki je bil leta 1987 odobren za klinično uporabo [1]. 
Celice CHO že vrsto let ostajajo vodilni sistem za proizvodnjo rekombinantnih bioloških 
zdravil. Primerne so za rast v suspenzijski kulturi, kar omogoča proizvodnjo v velikem 
merilu, ter v kemijsko definiranem mediju (mediju brez seruma), kar zagotavlja 
ponovljivost bioprocesa. Njihova prednost je tudi v tem, da predstavljajo nizko tveganje 
za širjenje humanih virusov in omogočajo človeku podobne post-translacijske 
modifikacije rekombinantnih proteinov, zaradi katerih so le ti kompatibilni in bioaktivni 
v našem telesu. Tu gre predvsem za človeku podoben glikozilacijski profil proteinov, ki 
je brez imunogenih alfa-galaktozni epitopov. V zadnjem desetletju je razvoj številnih 
naprednih orodij rekombinante tehnologije omogočil tudi močno izboljšanje 
produktivnosti celic CHO [2]. 
1.2 Rekombinantna biološka zdravila 
Rekombinantna biološka zdravila (biofarmacevtiki) so zdravila, pridobljena z uporabo 
rekombinantne DNA v živih celicah. Med rekombinantna biološka zdravila spadajo 
monoklonska protitelesa, ki so velike heterogene molekule, glikozilirani proteini, s 
kompleksno tridimenzionalno strukturo, zaradi katere jih je težko v celoti ovrednotit s 
fizikalno – kemijskimi analitskimi metodami. Strukturno posnemajo komponente, ki jih 
najdemo v telesu, namenjena so za zdravljenje bolezni in ne le za zdravljenje simptomov 
bolezni ter imajo zaradi specifičnosti manj stranskih učinkov. Rekombinantna biološka 
zdravila delimo na originalna (inovativna) zdravila in podobna biološka zdravila 
(biosimilarje). Inovativno zdravilo je tisto, ki prvo pridobi dovoljenje za promet, zanj pa 
so potrebne dolgoletne raziskave, preizkušanje kakovosti, varnosti in učinkovitosti. Ko 
inovativnemu zdravilu poteče patentna zaščita, lahko na trg pridejo podobna biološka 
zdravila, ki morajo biti po  kakovosti, varnost in učinkovitosti primerljiva z originalnim 
zdravilom [3, 4]. 
Podobna biološka zdravila so lahko proizvedena v drugem biološkem sistemu, kot je bilo 
proizvedeno inovativno biološko zdravilo, kar pomeni, da se lahko biološka zdravila od 
inovativnih razlikujejo. Zato je ključno, da se pri produkciji podobnih bioloških zdravil 
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preverja kvaliteta produkta, to je struktura proteina s post-translacijskimi modifikacijami, 
saj lahko že majhne spremembe vodijo do imunogenih učinkov. Ena takšnih post-
translacijskih modifikacij je glikozilacija. Gre za proces pritrjevanja oligosaharidov na 
proteinsko strukturo, ki se odvija v endoplazmatskem retikulumu in golgijevem aparatu. 
Glikozilacijski mehanizmi so odvisni od različnih faktorjev kot so: celična linija, 
izražanje glikoziltransferaz ter specifičnost in dostopnost substratov. Glikozilacija je 
pomembna lastnost proteinov, saj vpliva na zvitje, dostavo, ciljanje, prepoznavanje, 
vezavo, aktivnost, farmakokinetiko in imunogenost biofarmacevtika. S tem ima ključen 
vpliv na učinkovitost, varnost in stabilnost rekombinantnega biološkega zdravila [4, 5]. 
1.3 Proces razvoja celične linije za produkcijo monoklonskega 
protitelesa 
Razvoj celične linije za produkcijo monoklonskega protitelesa (t.j. biološkega zdravila) 
se začne z načrtovanjem ekspresijskega vektorja. Običajno gre za plazmid, ki vsebuje 
celotno ekspresijsko kaseto za lahko in težko verigo protitelesa pod regulacijo močnega 
virusnega promotorja. Na 5′-koncu ekspresijske kasete se nahajajo neprevedene regije, ki 
so pomembne za visoko stopnjo iniciacije translacije, na 3′-koncu pa poliadenilacijski 
signal, ki je potreben, da se zaključi prepisovanje gena. Naslednja pomembna 
komponentna ekspresijskega vektorja so markerski geni, ki tekom selekcije na antibiotiku 
omogočijo preživetje tistih celic, ki so vektor uspešno sprejele. Markerski geni 
posredujejo odpornost na antibiotike kot so neomicin, puromicin, higromicin in zeocin. 
Pogosto izvirajo iz mikroorganizmov in so encimi, ki onemogočijo delovanje antibiotika. 
Običajno ekspresijski vektor za produkcijo monoklonskih protiteles vsebuje še gen dhfr, 
ki je prav tako selekcijski marker za sesalske celice. Za namnoževanje ekspresijskega 
vektorja se običajno uporabljajo bakterije, zato vektor vsebuje še začetno mesto 
replikacije ter bakterijski selekcijski marker (slika 1) [6, 7]. 
 
Slika 1: Shema ekspresijskega vektorja, ki se uporablja za pripravo celičnih linij 
za produkcijo monoklonskega protitelesa 
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Vnos plazmida v sesalsko celico imenujemo transfekcija. Poznamo biološke, kemijske in 
fizikalne načine transfekcije. Med biološke načine spadajo metode osnovane na virusih, 
primer kemijskega načina je metoda s kalcijevim fosfatom, med fizikalne načine pa 
uvrščamo elektroporacijo [8]. Za večjo učinkovitost stabilne transfekcije, pri kateri 
želimo, da se vektor vgradi v genom celice, je potrebno vektor pred transfekcijo 
linearizirati. Po transfekciji en ali več selekcijskih pritiskov uniči celice, ki niso sprejele 
ekspresijskega vektorja. Rezultat selekcije je nabor celic, ki imajo stabilno integriran 
ekspresijski vektor. Sledi kloniranje nabora celic do posameznih celic, s katerim 
pridobimo monoklonalne celične linije. Na osnovi podatkov o rasti in produktivnosti 
celične linije ter kvaliteti produkta izberemo najprimernejše klone, ki jih nadalje 
namnožimo in pripravimo celične banke (slika 2) [6]. 
 
Slika 2: Razvoj celične linije za pripravo monoklonskega protitelesa 
1.4 Načini povečanja specifične produktivnosti celične linije 
Farmacevtska industrija teži k čim višji produktivnosti bioloških sistemov, saj le to 
znižuje stroške proizvodnje monoklonskih protiteles. Proces, pri katerem na osnovi DNA 
zapisa nastane pravilno zvit in funkcionalen protein, je kompleksen in vključuje 
transkripcijo, translacijo, zvijanje proteina, post-translacijske modifikacije ter sekrecijo 
tega proteina (slika 3). Vsak od teh korakov vpliva na končno količino proizvedenega 
monoklonskega protitelesa [9].  
Transkripcija je ključni dejavnik, ki vpliva na produktivnost celičnih linij, saj je visoka 
stopnja prepisovanja gena v molekule mRNA osnovni pogoj za visoko produkcijo. 
Stopnja transkripcije je odvisna od števila kopij gena in od mesta integracije vektorja v 
genomu. Višje izražanje genov je lahko posledica vpliva ojačevalcev oziroma integracije 
vektorja v transkripcijsko aktivne regije genoma, nižje izražanje pa je lahko posledica 
epigenetskega utišanja genov, ki nastane zaradi metilacije DNA. Nekatere študije kažejo, 
da stopnja izražanja genov korelira z večjo specifično produktivnostjo, medtem ko so pri 
drugih študijah pokazali, da te korelacije ni. V teh primerih sklepajo, da je prišlo do težav 
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v kasnejših stopnjah produkcije monoklonskega protitelesa. Zmanjšano stopnjo 
translacije lahko povzročijo sekundarne strukture mRNA, zmanjšano število 
evkariontskih iniciacijskih faktorjev translacije ali zmanjšano število ribosomov. Za 
učinkovito translacijo je pomembna tudi optimizacija kodona za izražanje v celicah CHO. 
Pri proteinih, ki se težko zvijejo oziroma tvorijo agregate, lahko večjo produkcijo 
dosežemo z izboljšanjem delovanja šaperonov. Na učinkovitost izločanja lahko močno 
vplivamo z optimiziranim aminokislinskim zaporedjem signalnega peptida, ki se nahaja 
na N-koncu nastajajočega proteina. Peptid ima vlogo pri translokaciji nastajajočega 
proteina iz ribosoma v endoplazmatski retikulum ter pri sekreciji proteina iz celic [9]. 
 
Slika 3: Nastanek funkcionalnega proteina v evkariontski celici (prirejeno po [9]) 
1.4.1 Povečanje stopnje transkripcije ob naključni integraciji 
V začetku produkcije monoklonskih protiteles v celicah CHO so bili sistemi za povečanje 
transkripcije in posledično tudi produktivnosti celic CHO osnovani za naključno 
integracijo ekspresijskega vektorja v genom celic CHO. Transkripcijo lahko povečamo z 
elementi, ki jih dodamo na ekspresijski vektor. Ti elementi so med drugimi notranje 
vstopno mesto za ribosom (IRES - angl. internal ribosome entry site), regije, ki se 
pripenjajo na matriks (MARs - angl. matrix attachment regions), in ubikvitinski elementi, 
ki odpirajo kromatin (UCOE - angl. ubiquitos chromatin opening element) [7]. IRES je 
element RNA, ki omogoča translacijo več genov, ki so prepisani na isti mRNA. Z uporabo 
elementov IRES lahko gena za lahko in težko verigo protitelesa ter gen, ki posreduje 
odpornost na antibiotik, postavimo pod kontrolo istega promotorja in s tem zmanjšamo 
število klonov, ki ne izražajo protitelesa, povečamo stabilno produkcijo monoklonskega 
protitelesa, ohranimo določeno razmerje lahke in težke verige protitelesa ter dosežemo 
zadano kvaliteto produkta [10]. MARs so genomska zaporedja, ki vzdržujejo 
transkripcijsko aktivno kromatinsko strukturo, indirektno vodijo do demetilacije DNA ter 
služijo kot vezavno mesto za transkripcijske faktorje, kar močno poveča izražanje genov 
[7, 11]. UCOE je izolatorski element, ki vzdržuje kromatin v odprti strukturi, ter na ta 
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način poveča dostopnost regije DNA za transkripcijske faktorje, s čimer se poveča stopnja 
in stabilnost izražanja genov [7, 12]. 
1.4.2 Povečanje stopnje transkripcije s tarčno integracijo plazmida v transkripcijsko 
aktivne regije 
Z vstavitvijo gena v transkripcijsko aktivne regije lahko pridemo do boljše in stabilnejše 
produkcije monoklonskega protitelesa. Transkripcijsko aktivnim regijam, kamor 
uvrščamo promotorje, ojačevalce in preostale regulatorne elemente, pravimo tudi odprte 
regije kromatina, saj so v jedru organizirane na način, da so dostopne elementom, 
vključenim v transkripcijo [13]. Za vsak gen obstajajo tri glavna regulatorna območja, ki 
vplivajo na izražaje gena: osrednji del promotorja, bližnji promotorski elementi in 
oddaljeni regulatorni elementi. Oddaljeni regulatorni elementi so ojačevalci, utiševalci, 
izolatorji in kontrolne regije lokusa (slika 4). Nanje se vežejo transkripcijski faktorji, ki 
regulirajo delovanje polimeraze, ki gen prepiše v mRNA [14, 15]. 
 
Slika 4: Shema regulatornih elementov, ki vplivajo na stopnjo izražanja genov 
(prirejeno po [15]) 
Ojačevalci povečajo transkripcijo genov na katere vplivajo. Tipični ojačevalci so veliki 
približno 500 bp in so običajno povezani v skupke približno desetih vezavnih mest za 
vsaj tri specifične transkripcijske faktorje, ki kooperativno delujejo, da ojačajo 
transkripcijo. Ojačevalci delujejo na daljavo in so locirani nekaj 100 kb stran od 
promotorja [15, 16]. Tak način delovanja je mogoč zaradi zvijanja DNA. Ker ojačevalci 
delujejo na velike razdalje, morajo obstajati mehanizmi, ki omogočajo ustrezne 
interakcije med ojačevalci in promotorji. Prvi mehanizem so izolatorji, ki blokirajo 
nezaželene interakcije, drugi mehanizem so specifične interakcije med transkripcijskimi 
faktorji, ki se vežejo na ojačevalce in transkripcijskimi faktorji, ki vplivajo na osrednji 
del promotorja, tretji mehanizem pa so elementi, ki se vežejo na bližnje promotorske 
elemente in rekrutirajo oddaljene ojačevalce [17, 18]. 
V zadnjih nekaj letih na pomenu pridobivajo super-ojačevalci. Sprva so bili super-
ojačevalci definirani kot neobičajno velike gruče ojačevalcev, kamor se vežejo glavni 
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transkripcijski faktorji (Oct4, Sox2 in Nanog), ki regulirajo izražanje genov, ključnih za 
pluripotentno stanje embrionalnih matičnih celic [19]. Trenutna definicija super-
ojačevalcev pa izhaja iz načina iskanja ojačevalcev in pomeni velike gruče vrhov, 
pridobljene po prileganju sekvenčnih odčitkov na referenčni genom [20]. Warren A. 
Whyte je bil prvi, ki je vpeljal izraz super-ojačevalec. Skupaj s sodelavci je izvedel 
imunoprecipitacijo kromatina, ki ji je sledilo sekvenciranje naslednje generacije (ChIP-
seq). Metodo ChIP-seq je izvedel za transkripcijske faktorje Oct4, Sox2 in Nanog na 
mišjih embrionalnih matičnih celicah [19]. Bistvo metode ChiP-seq je, da s 
formaldehidom proteine fiksiramo na DNA, za tem pa celice in celične komponente 
razbijemo z ultrazvokom. Nato na osnovi protiteles proti transkripcijskim faktorjem 
izvedemo imunoprecipitacijo transkripcijskega faktorja na katerega je še vedno vezana 
DNA. To DNA v nadaljevanju očistimo in izvedemo sekvenciranje naslednje generacije 
(NGS). Po sekvenciranju odčitke prilegamo na referenčni genom ter določimo vrhove. Ti 
vrhovi predstavljajo mesta v DNA, kamor so se vezali transkripcijski faktorji [21]. Whyte 
je s sodelavci te genomske regije na podlagi določenih parametrov rangiral in določil 
mejo med ojačevalci in super-ojačevalci. Podobne rezultate so pridobili tudi z metodo 
DNase-seq, ki temelji na rezanju DNaze I preferenčno na mestih, kjer DNA ni zavita 
okoli histonov [19].  
Tekom nadaljnjih raziskav so določili, da se super-ojačevalci od ojačevalcev razlikujejo 
po velikosti (ojačevalci so veliki nekaj 100 bp, super-ojačevalci do 50 kb), gostoti vezave 
transkripcijskih faktorjev in mediatorskega kompleksa, zmožnosti aktivacije transkripcije 
in občutljivosti na mutacije. Prav tako so odkrili, da super-ojačevalci stimulirajo višjo 
transkripcijsko aktivnost kot tipični ojačevalci (slika 5). V celici se nahaja samo nekaj 
100 super-ojačevalcev, medtem ko je samih ojačevalcev med 10 000 in 150 000. Vendar 
funkcija vseh super-ojačevalcev še ni preverjena in le za nekaj od teh je znano, da res 
vežejo transkripcijske faktorje. Super-ojačevalci se nahajajo v vseh celicah, vendar se v 
različnih celičnih tipih med sabo razlikujejo. Pogosto se nahajajo v bližini genov, ki imajo 
za določen celični tip specifično funkcijo [19, 20]. 
 
Slika 5: Prikaz razlik med ojačevalci in super-ojačevalci. Ojačevalci in super-
ojačevalci se med seboj razlikujejo v velikosti, gostoti vezave transkripcijskih faktorjev 
ter stopnji izražanja genov na katere vplivajo 
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Glavni transkripcijski faktorji Oct4, Sox2 in Nanog so ključni za vzdrževanje 
pluripotentnega stanja celic in vplivajo na pravilen embrionalni razvoj. V raziskavah so 
ugotovili, da je večina genov, ki kodirajo glavne transkripcijske faktorje, koaktivatorje in 
regulatorje kromatina, ki so nujni za pluripotentno stanje celic, povezanih s super-
ojačevalci, ki omogočajo visoko raven transkripcije teh genov [19]. Super-ojačevalci 
vplivajo tudi na onkogene v različnih tipih rakastih celic. Za veliko tipov rakastih celic 
so ugotovili, da se super-ojačevalci nahajajo v genskih puščavah okoli onkogena c-MYC, 
v zdravih celicah istega tipa pa super-ojačevalcev tam niso zasledili [22]. 
1.4.3 Določanje odprtih regij kromatina v celični liniji CHO 
Na oddelku Celična in molekularna biologija podjetja Lek d.d., ki se ukvarja z razvojem 
celičnih linij, smo v preteklosti določili odprte regije kromatina celic CHO z metodo 
ATAC-seq [23]. Metoda temelji na tagmentaciji modificirane bakterijske transpozaze 
Tn5, ki DNA razreže in hkrati na konce ligira adapterje za sekvenciranje. Transpozaza ne 
more dostopati do DNA, ki je vezana na histone in posledično ligira adapterje v odprte 
dele kromatina. Po sekvenciranju naslednje generacije so odčitke prileganli na referenčni 
genom [23]. Buenrostro in sod. (2013) so pokazali, da rezultate pridobljene po metodi 
ATAC-seq lahko primerjamo z rezultati pridobljenimi z metodo DNase-seq [24], s katero 
pa so White in sod. (2013) določili mesta super-ojačevalcev [19]. Iz tega smo zaključili, 
da odprte regije, pridobljene z metodo ATAC-seq sovpadajo z mesti super-ojačevalcev, 
kamor se vežejo pomembni transkripcijski faktorji (slika 6). 
 
Slika 6: Metode za določanje ojačevalcev in super-ojačevalcev v genomu 
Z metodo ATAC-seq smo v genomu celic CHO določili 32 super-ojačevalcev. Te regije 
smo primerjali s podatki iz literature in ugotovili, da sovpadajo z odprtimi regijami 
kromatina, določenimi na podlagi drugih metod [23]. Številne raziskave so pokazale višje 
izražanje genov v bližini super-ojačevalcev [25-27]. Želeli smo preveriti tudi nivo 
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izražanja genov v bližini super-ojačevalcev in ojačevalcev, ki smo jih določili na našem 
oddelku. Z RNA-sekvenciranjem naslednje generacije (RNA-seq) smo pridelali 
transkriptomske podatke dveh različnih celičnih linij CHO_1 in CHO_2 in primerjali 
nivoje izražanja genov, ki se nahajajo v bližini super-ojačevalcev in tipičnih ojačevalcev 
z nivojem izražanja naključno izbranih genov. Med sabo smo primerjali nivo izražanja 
40 genov, ki se nahajajo v bližini super-ojačevalcev, 37 genov, ki se nahajajo v bližini 
ojačevalcev in 40 naključno izbranih genov. Podatke smo prikazali s stolpčnim 
diagramom (slika 7). 
 
Slika 7: Primerjava nivojev izražanja genov, ki se nahajajo v bližini super-
ojačevalcev in tipičnih ojačevalcev z nivojem izražanja naključno izbranih genov  
a) Prikaz povprečnega nivoja izražanja genov v bližini super-ojačevalcev (SO) in 
ojačevalcev (O) določenih z metodo ATAC-seq v primerjavi z nivojem izražanja 
naključno izbranih genov (N) za celični liniji CHO_1 in CHO_2. b) Prikaz nivoja 
izražanja mRNA najbolj izraženega gena v bližini super-ojačevalcev (SO) in 
ojačevalcev (O) določenih z metodo ATAC-seq v primerjavi z nivojem izražanja 
naključno izbranih genov (N) za celični liniji CHO_1 in CHO_2. 
Povprečno izražanje genov v bližini super-ojačevalcev je več kot 6-krat višje kot pri 
naključno izbranih genih ter skoraj 3-krat višje kot v bližini ojačevalcev. V primeru 
najbolj izraženega gena pa je le-ta v bližini super-ojačevalca 12-krat bolj izražen kot 
naključni najbolj izražen gen in 6-krat bolj izražen kot najbolj izražen gen v bližini 
ojačevalca. S temi podatki smo utrdili hipotezo, da bi lahko s tarčno integracijo plazmida 
v bližino odprtih regij dobili celične linije z visokim izraženjem heterolognih genov. 
1.5 Orodja za urejanje genoma 
Nukleaze s cinkovimi prsti (ZFN), nukleaze z efektorji TAL (TALEN) in nukleaze Cas9 
povezane z gručami enakomerno porazdeljenih kratkih palindromskih ponovitev 
(CRISPR/Cas9) so močna orodja za urejanje genoma. Efektorje TAL in CRISPR/Cas9 so 
odkrili v bakterijskih celicah, medtem ko so cinkovi prsti pogoste proteinske domene v 
evkariontskih celicah. Vsem trem sistemom za urejanje genoma je skupno, da vsebujejo 
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mestno specifično DNA vezavno domeno povezano z nespecifično nukleazno domeno, s 
katero uvedejo mestno specifični prelom dvojne vijačnice [28]. 
1.5.1 Nukleaze s cinkovimi prsti (ZFN) 
Nukleaze s cinkovimi prsti so sestavljene iz DNA vezavnih proteinskih domen cinkovih 
prstov in endonukleaze FokI. Domene s cinkovimi prsti so sestavljene je iz 30 
aminokislin, ki tvorijo ohranjen motiv, sestavljen iz dveh β ploskev in ene α vijačnice. 
Nekatere aminokisline na površju α vijačnice specifično interagirajo z nukleotidnimi 
tripleti v velikem žlebu dvojne vijačnice DNA. Za specifično prepoznavanje zaporedja 
DNA je bil ključen razvoj sistema, ki vsebuje več cinkovih prstov, povezanih z 
ohranjenim aminokislinskim zaporedjem. Na ta način so med sabo povezali do šest 
cinkovih prstov in tako dosegli prepoznavanje 18 nukleotidov dolgega zaporedja. Pri tem 
je potrebno upoštevati še dejstvo, da endonukleaza FokI prereže samo eno verigo dvojne 
vijačnice. To pomeni, da sta za uvedbo preloma dvojne vijačnice potrebna dva sistema 
ZFN, ki se vežeta na komplementarni verigi DNA na način, da endonukleaza deluje na 
istem mestu. Iz tega sledi, da je tarčno zaporedje dolgo tudi do 36 bp. Orodje je mogoče 
načrtati s pomočjo knjižnice cinkovih prstov. Poudariti pa je še potrebno, da lahko cinkov 
prst vpliva na specifičnost sosednjega cinkovega prsta, zaradi česar je načrtovanje sistema 
oteženo in časovno potratno [28].   
1.5.2 Nukleaze z efektorji TAL (TALEN) 
TALEN so fuzijski proteini bakterijskih efektorjev TAL, ki se specifično vežejo na DNA 
in endonukleaze FokI. Vsak efektor TAL, ki je sestavljen 33-35 aminokislin, prepozna en 
nukleotid in ne vpliva na specifičnost sosednjega, zaradi česar je načrtovanje TALEN 
precej enostavnejše kot ZFN. TALEN prepozna 30-40 bp dolgo zaporedje DNA. 
Podobno kot pri ZFN pa sta za uvedbo preloma dvojne vijačnice potrebna dva sistema 
TALEN [28].  
1.5.3 CRISPR/Cas9 
Sistem CRISPR/Cas9, ki označuje gruče enakomerno porazdeljenih kratkih 
palindromskih ponovitev povezanih s proteinom Cas9, v bakterijah naravno služi kot 
obrambni mehanizem proti okužbi s fagom ali prenosu plazmida v bakterijo. Poznamo 
več različnih tipov sistema CRISPR, ki pripadajo različnim bakterijam. Za urejanje 
genoma se pogosto uporablja sistem iz bakterije Streptococcus pyogenes (SpyCas9 
oziroma SpCas9). Pri tem tipu je v sistemu prisotna ena endonukleaza Cas9, ki vsako 
verigo DNA razreže z dvema različnima domenama - HNH in RuvC. Dvoverižno DNA 
zareže 3 bazne pare višje od zaporedja PAM. Nukleazna domena HNH reže verigo DNA, 
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ki je komplementarna zaporedju vodilne RNA (identična tarčnem zaporedju na genomski 
DNA), nukleazna domena RuvC pa je odgovorna za rezanje verige DNA, ki nosi tarčno 
zaporedje. Sistem vsebuje molekulo RNA, ki narekuje tarčno mesto preloma na molekuli 
DNA, hkrati pa je povezana z endonukleazo Cas9. S spreminjanjem molekule RNA lahko 
mestno specifični prelom dvojne vijačnice generiramo na katerem koli zaporedju DNA. 
Edini pogoj je prisotnost 3 nukleotidov dolgega zaporedja PAM, ki se mora nahajati 
zraven tarčnega zaporedja. Zaporedje PAM v primeru SpCas9 je 5′-NGG [29]. 
1.6 Popravljalni mehanizmi  
Prelomi dvojne vijačnice v celici nastanejo zaradi endogenih virov (reaktivne kisikove 
spojine, kolaps replikacijskih vilic, delovanje nukleaz) ali zaradi zunanjih dejavnikov 
(sevanje, kemikalije) ter lahko vodijo v celično smrt. Celica se pred propadom zaščiti s 
popravljalnimi mehanizmi. Glavna popravljalna mehanizma v živih celicah sta spajanje 
nehomolognih koncev (NHEJ) in homologna rekombinacija (HR) [30].  
Pri spajanju nehomolognih koncev dvojni prelom DNA najprej prepozna heterodimer 
Ku70-Ku80, ki ima visoko afiniteto do topih koncev DNA. Kristalna struktura 
heterodimera kaže, da ima obliko prstana, ki je dovolj velik da zaobjame dvoverižno 
DNA. Notranji del prstana vsebuje pozitivno nabite aminokisline, pomembne za 
sekvenčno neodvisne interakcije z DNA. Heterodimer Ku na mesto dvojnega preloma 
rekrutira katalitično podenoto od DNA odvisne protein kinaze, ki s heterodimerom Ku 
tvori kompleks DNA-PKcs. Ta je pomemben za aktivacijo endonukleaze Artemis. Po 
dvojnem prelomu DNA po navadi nastanejo nekompatibilni konci DNA, ki preprečujejo 
direktno ligacijo. Artemis razgradi DNA s 3′-konca oziroma 5′-konca in tvori kratke, štiri 
nukleotidov dolge homologne regije. DNA ligaza IV pa nato dokončno zlepi konce 
prelomljene DNA (slika 8) [31-32]. 
 
Slika 8: Potek popravljalnih mehanizmov nehomolognega spajanja koncev in 
homologne rekombinacije po nastanku preloma dvojne vijačnice 
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Pri homologni rekombinaciji se po prelomu dvojne vijačnice na mesto preloma veže 
kompleks MRX. Ta rekrutira helikazo Sgs1 in nukleaze Sae2, Exo1 ter Dna2. Helikaza 
razvije dvoverižno DNA, nukleaze pa razgradijo 5′-konec DNA ob dvojnem prelomu in 
na ta način ustvarijo 3′-podaljšek. Na 3′-podaljšek se vežeta proteina Rad51 in Brca2, ki 
tvorita nukleoproteinski filament. Ko nukleoproteinski filament najde homologno 
zaporedje na homolognem kromosomu, se vrine v dvojno vijačnico in se z njim poveže. 
Izrinjena veriga homolognega kromosoma se poveže z drugo vijačnico poškodovane 
DNA. Polimeraza sintetizira poškodovano verigo DNA na osnovi homolognega 
zaporedja. Tako nastane intermediat z dvema Hollidayevima križiščema, ki ga resolvaze 
razrežejo. DNA posamezne verige se spoji s pomočjo ligaze (slika 8) [33]. 
Popravljalni mehanizmi med sabo tekmujejo, kakšno je ravnotežje med njimi pa je 
odvisno od tipa celice, faze celičnega cikla, izražanja, dostopnosti ter fosforilacije 
proteinov, ki sodelujejo pri popravljanju DNA ter prisotnosti homologne popravljalne 
matrice. NHEJ je pogostejši pri sesalskih celicah, HR pa pri bakterijah in kvasovkah. 
Mehanizem HR popravlja DNA takoj po replikaciji DNA v S in G2 fazi celičnega cikla, 
ko sta sestrski kromatidi lažje dosegljivi, mehanizem NHEJ pa odigra bistveno vlogo v 
vseh fazah celičnega cikla. Znano je tudi, da proteini, ki so potrebni za NHEJ prej pridejo 
na mesto dvojnega preloma kot proteini potrebni za HR. Mehanizem NHEJ opisujejo kot 
popravljalni mehanizem, ki povzroča mutacije (angl. eror-prone), mehanizem HR pa kot 
popravljalni mehanizem, ki natančno popravi dvojni prelom DNA (angl. error-free). 
Vendar to ne drži vedno, saj lahko tudi ob NHEJ dobimo natančno popravljeno DNA, 
mehanizem na osnovi HR pa je zaradi napak polimeraze lahko manj natančen. Bistvena 
razlika med obema mehanizmoma je, da HR za delovanje potrebuje homologno 
zaporedje, ki je v naravi homologni kromosom, medtem ko NHEJ dvojni prelom popravi 
brez homolognega zaporedja [30].  
V primeru urejanja genoma z mestno specifičnimi nukleazami je lahko prelom dvojne 
vijačnice popravljen preko mehanizma spajanja nehomolognih koncev ali preko 
mehanizma homologne rekombinacije. Popravljanje preko mehanizma NHEJ pogosto 
rezultira v utišanju gena zaradi delecij ali insercij baznih parov. Ob dodatku 
heterolognega zaporedja DNA pa lahko pride tudi do vstavitve tega zaporedja v genom 
na mestu preloma. Z izkoriščanjem homologne rekombinacije lahko dosežemo 
modifikacijo ali insercijo genov (slika 9) [34]. 




Slika 9: Urejanje genoma z mestno specifičnimi nukleazami (prirejeno po [34]) 
V raziskavi Miyaoke s sod. (2015) so poskušali kvantificirati delež popravljanih 
dogodkov v sesalski celični liniji opravljenih na osnovi NHEJ in HR z metodo osnovano 
na kapljični digitalni reakciji PCR. Pokazali so, da se po generiranju dvojnega preloma s 
sistemi za urejanje genoma pri sesalskih celičnih linijah le ta mnogo pogosteje popravi s 
popravljalnim mehanizmom NHEJ kot pa s popravljalnim mehanizmom HR [35]. 
S pristopom tarčne integracije, predstavljenim v tej nalogi, želimo izkoristiti popravljalni 
mehanizem NHEJ, za vgradnjo ekspresijskega vektorja v genom celic CHO na mestu 
dvojnega preloma. Dosedanji podatki pridobljeni v našem laboratoriju kažejo, da se to 
dejansko lahko zgodi. Na sliki 10 je prikazana metafaza, pripravljena po metodi FISH in 
mFISH. V tem primeru je prišlo do preloma dveh kromosomov, ki sta se nato križem 
združila, ekspresijski vektor pa se je vgradil na mesto spoja. Integracijo na mestu spoja 
smo potrdili tudi s sekvenciranjem naslednje generacije (NGS). 
 
Slika 10: FISH in mFISH metafaze, kjer se je plazmid vgradil na mesto spoja dveh 
prelomljenih kromosomov. Mesto spoja označuje stik rumene in zelene barve. 
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1.7 Načini tarčne integracije 
Posledica naključne integracije plazmida v genom so zelo variabilni kloni. Za pridobitev 
enega visoko producirajočega in stabilnega klona je potrebno generirati veliko število 
klonov. Prednost tarčne integracije je, da lahko v primeru vstavitve heterolognega gena v 
primeren lokus, pridobimo velik odstotek visoko producirajočih in stabilnih klonov [36]. 
1.7.1 Tarčna integracija na osnovi rekombinaz in integraz 
Določitev primernega lokusa je za raziskovalce velik izziv. V preteklosti so se tega lotili 
s pripravo gostiteljske celične linije. V netransficirano celično linijo so naključno vnesli 
reportersko kaseto, obdano s kratkimi zaporedji, ki jih prepoznajo specifične 
rekombinaze. Izbrali so stabilen klon z visoko izraženim reporterskim genom, ki je v 
celici prisoten le v eni kopiji. Nato so se poslužili mestno specifične rekombinacije. 
Izbrani klon, v tem primeru gostiteljsko celično linijo, so kotransficirali z vektorjem, ki 
je vseboval heterologni gen, obdan z zaporedji, ki jih prepoznajo rekombinaze ter z 
ekspresijskim vektorjem za rekombinazo. To je vodilo do rekombinacije med DNA v 
genomu, kjer se je nahajala reportersko zaporedje in vektorjem, ki je nosil zapis za 
heterologni gen. Takšen pristop je močno povečal možnost integracije vektorja v 
transkripcijsko aktivno mesto v genomu. Rekombinacijska sistema, ki se pogosto 
uporabljata za urejanje genoma sta Cre/loxP, ki izvira in bakteriofaga lambda ter 
Flp/FTR, ki izvira iz  kvasovke Saccharomyces cerevisiae. FTR in loxP sta 48 oziroma 
34 nukleotidov dolga zaporedja, ki ju vnesemo v gostiteljski sistem, prisotnost 
rekombinaz Flp oziroma Cre pa nato omogoča tarčno integracijo heterolognega gena, ki 
ga prav tako obdajata FTR in loxP zaporedja. Cre/loxP sistem je že bil uporabljen za 
produkcijo človeškega monoklonalnega protitelesa v celicah CHO. Mestno specifično 
rekombinacijo pa omogočajo tudi integrazi lambda in omega C31. Encim integraza 
prepozna in katalizira reakcijo med mesti attB in attP, najdenimi na plazmidu in genomu 
[7]. 
1.7.2 Tarčna integracija v umetni sesalski kromosomskom 
Gostiteljsko celično linijo so pripravili tudi z vnosom umetnega sesalskega 
kromosomskega ekspresijskega sistema (ACE). Ta je narejen iz obstoječega mišjega 
kromosoma, ki je oblikovan tako da nosi 50 – 70 rekombinantnih akceptorskih mest attP 
za tarčno integracijo transgena. Gostiteljsko celično linijo so kotransficirali z vektorjem, 
ki nosi zapis za heterologni gen in zaporedje attB ter z vektorjem, ki nosi zapis za 
integrazo faga lambda. Na ta način so v celico vnesli več kopij heterolognega gena. 
Rekombinantni umetni kromosom lahko izoliramo s pretočno citometrijo in nato ponovno 
vstavimo v gostiteljsko celico, kjer se replicira in vzdržuje v hčerinskih celicah [37]. 
Petra Vivod, Tarčna integracija heterolognih genov monoklonskega protitelesa v genom celic CHO  
14 
 
1.7.3 Tarčna integracija na osnovi homologne rekombinacije s predhodno uvedbo 
preloma dvojne vijačnice 
Naslednji možni način tarčne integracije je homologna rekombinacija, ki je pri sesalskih 
celičnih linijah precej redek dogodek, kar naredi takšen pristop neučinkovit. Da bi 
pogostost homologne rekombinacije povečali, v genomu na tarčnem mestu uvajajo dvojni 
prelom DNA z uporabo mestno specifičnih nukleaz, kot so nukleaze s cinkovimi prsti 
(ZFNs), nukleaze z efektorji TAL (TALENs) ter nukleaze Cas9 povezane z gručami 
enakomerno porazdeljenih kratkih palindromskih ponovitev (CRISPR/Cas9). Ob 
generiranju dvojnih prelomov celica naravno vklopi popravljalne mehanizme in s tem 
poveča tudi frekvenco homologne rekombinacije [36]. V primerjavi z drugimi 
nukleaznimi tehnologijami kot so ZFN ali TALEN, CRISPR/Cas9 ponuja nekaj prednosti 
kot so enostavno dizajniranje, visoka učinkovitost targetiranja in zmožnost 
multipleksnega urejanja genoma [29]. Heterologno DNA, obdano s homolognimi 
zaporedji, so z uporabo sistema CRISPR/Cas9 uspešno vstavili na tarčno mesto v genomu 
celic CHO med homologne regije, ki so obdajale tarčno zaporedje, komplementarno 
sgRNA [36]. 
1.7.4 Tarčna integracija na osnovi spajanja nehomolognih koncev DNA s predhodno 
uvedbo preloma dvojne vijačnice 
Za tarčno integracijo plazmida v genom lahko ob generiranju prelomov dvojne vijačnice 
s sistemom CRISPR/Cas9 izkoristimo tudi popravljalni mehanizem spajanja 
nehomolognih koncev. Pri tem priprava gostiteljske celične linije in plazmida s 
homolognimi regijami ni potrebna [38]. Takšen način tarčne integracije so že uporabili v 
celicah CHO. Tarčno integracijo so izvedli na dva različna načina, v obeh primerih pa so 
dvojni prelom s sistemom CRISPR/Cas9 generirali tako na tarčnem mestu v genomu celic 
CHO, kot tudi na donorskem plazmidu. Prav tako so v obeh primerih s selekcijo obogatili 
celice, ki so donorski plazmid integrirale v tarčno mesto. V prvem primeru so želeli 
plazmid tarčno integrirati znotraj gena Hprt, ki nosi zapis za hipoksantin 
fosforiboziltransferaze celic CHO. Izvedli so dve selekciji. S prvo selekcijo so obogatili 
celice, ki so v genom integrirale plazmid, z drugo selekcijo na 6-tiogvanin pa so obogatili 
celice, ki so plazmid integrirale tarčno. Prekinitev gena Hprt namreč celice naredi 
odporne na 6-tiogvanin. Z določevanjem zaporedja so pokazali, da so donorsko DNA 
uspeli tarčno integrirati v genom celic CHO [38]. V drugem primeru pa so uporabili 
gostiteljsko celično linijo, ki je imela na tarčnem mestu integriran plazmid, ki nosi gen z 
zapisom za puromicin brez promotorja. S sistemoma CRISPR/Cas9 so ciljali mesto pred 
genom za puromicin v genomu celic CHO in regijo za promotorjem CMV, prisotnim na 
donorskem plazmidu. S tem so želeli doseči, da bi po selekciji na puromicin  preživele le 
celice, ki bi imele donorski plazmid integriran na tarčnem mestu [38]. 
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1.7.5 Tarčna integracija s transpozazami, povezanimi s sistemom CRISPR 
Raziskave iz letošnjega leta nakazujejo na še en način učinkovite tarčne integracije brez 
potrebe po generiranju homolognih regij. Gre za vstavitev transgena s pomočjo 
transpozaz, ki so povezane s sistemom CRISPR. Sistema so odkrili v bakterijah razreda  
Vibrio colera ter cianobakterijah Scytonema hofmanni. Oba sistema vsebujeta 
transpozone podobne transpozonu Tn7, ki vključujejo sistem CRISPR/Cas. Ti 
transpozoni nimajo gena, ki bi tarčno prepoznaval DNA zaporedje, CRISPR/Cas sistem 
pa nima gena, ki bi posredoval nukleazno aktivnost. V primeru sistema iz bakterije Vibrio 
colera jim je uspelo vgraditi transpozon 48-50 bp nižje od zaporedja komplementarnega 
sgRNA [39], v primeru sistema iz cianobakterije Scytonema hofmanni pa jim je uspelo 
tarčni gen integrirati 60-66 bp nižje od tarčnega mesta (slika 11) [40]. 
 
Slika 11: Sistema za urejanje genoma CAST (transpozaza povezana s 
CRISRPROM) iz cianobakterije Scytonema hofmanni. Sistem vsebuje elemente 
podobne transpozonu Tn7 (levo in desno robno zaporedje, ki obdaja donorsko zaporedje 
ter proteine tnsB, tnsC in tniQ) in protein Cas12k, ki pripada sistemu CRISPR/Cas 
(prirejeno po  [40]).
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2 Namen dela in hipoteze 
Namen magistrske naloge je bil razvoj metode za tarčno integracijo heterolognih genov 
v genom celic CHO. Z razvito metodo smo želeli nadalje ovrednotiti vpliv šestih 
transkripcijsko aktivnih regij (t.j. super-ojačevalcev) na izražanje heterolognega gena. 
Za tarčno integracijo smo izkoristili popravljalni mehanizem spajanja nehomolognih 
koncev, ki sodeluje pri popravilu preloma dvojne vijačnice. Dvojni prelom DNA smo 
tarčno sprožili z orodji za urejanje genoma. Kot dostavni sistem za vodilno RNA smo 
uporabili pomnožke PCR, saj so ti zaradi enostavne priprave najprimernejši za testiranje 
večjega števila regij v genomu.  
2.1 Hipoteze 
1. Način integracije predhodno lineariziranega plazmida z zapisom za monoklonsko 
protitelo v tarčno mesto v genom celic CHO z generiranjem dvojnega preloma DNA 
in popravilom preloma na osnovi popravljalnega mehanizma NHEJ, že brez 
obogatitve klonov, ki imajo plazmid integriran na tarčnem mestu, omogoča več kot 
10 % učinkovitost tarčne integracije heterolognih genov monoklonskega protitelesa  
v genom celic CHO.  
2. Integracija heterolognega gena v bližino regij, ki smo jih identificirali kot super-
ojačevalce, omogoča visok nivo izražanja mRNA. 
3. Integracija heterolognega gena v bližino regij, ki smo jih identificirali kot super-
ojačevalce, vodi v visoko produkcijo rekombinantnega proteina. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Pri laboratorjiskem delu smo uporabili opremo, ki je zbrana v preglednici 1. 
Preglednica 1: Seznam laboratorijske opreme 
Oprema Proizvajalec 
Agilent 2100 Bioanalyzer; naprava za elektroforezo na čipih Agilent Technologies, ZDA 
centrifugirke 15 mL in 50 mL Corning, ZDA 
Cell Metric, naprava za slikanje mikrotitrskih ploščic Solentim, Anglija 
Cytena, naprava za kloniranje Cytena GmbH, Nemčija 
filter sistemi za enkratno uporabo Corning, ZDA 
fluorimeter Qubit 2.0, naprava za merjenje koncentracije nukleinskih kislin Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Fusion, naprava za slikanje gelov Vilber, Francija 
Genetic Analyzer 3500; naprava za sekvenciranje po Sangerju Applied Biosystems, ZDA 
hladilna omara MPR-721 Sanyo, Japonska 
inkubator 210 Binder, Švica 
kapljični digitalni PCR Bio-Rad, ZDA 
krioposoda  CBS, ZDA 
Krioviale Corning, ZDA 
magnetno stojalo Dynal Invitrogen, ZDA 
mikrobiološka komora Iskra Pio, Slovenija 
mikrocentrifugirke 2,0 ml, 1,5 ml in 0,2 ml Eppendorf, Nemčija 
mikrotitrske plošče s 96 vdolbinami Applied Biosystems, ZDA 
mikrotitrske plošče s 96 vdolbinami za gojenje celic Corning, ZDA 
mikrotitrske plošče s 384 vdolbinami Applied Biosystems, ZDA 
MiSeq sekvenator Illumina, ZDA 
namizna centrifuga 5810R Eppendorf, Nemčija 
nukleofektor Amaxa II, naprava za transfencije Lonza, Švica 
Octet QK, naprava za merjenje titra Forte Bio, ZDA 
PCR Mastercycler pro S; naprava za pomnoževanje PCR Eppendorf, Nemčija 
pipete Eppendorf Reference 0,5 - 1000 uL Eppendorf, Nemčija 
rastne plastenke 125 mL Corning Costar 
plošče s 24 vdolbinami z globokim piramidnim dnom  Corning, ZDA 
QuantStudio 7 Flex Real-time PCR Applied Biosystems, ZDA 
stripete 5 mL, 10 mL, 25 mL in 50 mL Corning Costar, ZDA 
stresalni inkubator Kuhner, Švica 
Tecan Freedom EVO, pipetirni robot Tecan, Švica 
termomikser Comfort Eppendorf, Nemčija 
vibracijski mešalnik Velp Scientifica, Italija 
Vi-Cell XR; naprava za določanje števila in viabilnosti celic Beckman Coulter, ZDA 
zamrzovalna omara MDF-U74V Sanyo, Japonska 
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3.1.2 Kemikalije in reagenti 
Preglednica 2 prikazuje seznam kemikalij in reagentov uporabljenih pri laboratorijskem 
delu. 




absolutni etanol Merck 
Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent technologies 
AMPure XP magnetne kroglice Beckman Coulter 
BigDye Terminator v3.1 Life Technologies 
Biosensor Protein A Forte Bio 
Cell Line Nucleofector Kit V Lonza 
dimetil sulfoksid Sigma 
DyeEx 2.0 Spin Kit Qiagen 
Metotrexat Ebewe Pharma 
E-gel 0,8 % Thermo Fisher Scientific 
encim SwaI in 10x reakcijski pufer Roche 
encim SpeI-HF NEB 
encim Hind III-HF NEB 
geneticin Gibco 
Herculase II fusion DNA polymerases kit Agilent 
Hi-Di Formamide Applied biosystems 
izopropanol Merck 
KAPA HRM Fast PCR Kit Kapa biosystems 
KAPA Taq Ready Mix Kapa biosystems 
KAPA Express Extract kit Kapa biosystems 
MiSeq Reagent Micro Kit v2 Illumina 
Nextera index kit Illumina 
One-Step RT-ddPCR Advanced Kit for Probes Bio-Rad 
puromicin dihidroklorid Gibco 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen 
Qubit dsDNA HS Assay Kit Invitrogen 
Supermiy for probes Bio-Rad 
voda prosta nukleaz (angl. nuclease-free water) Ambion 
 
3.1.3 Celična kultura 








Potek praktičnega dela magistrske naloge je prikazan na sliki 12. 
 
Slika 12: Shema poteka dela 
3.2.1 Priprava pomnožkov PCR z zapisom za vodilno RNA 
Za učinkovito delovanje sistema za urejanje genoma je potrebno v celico vnesti tako zapis 
za endonukleazo, kot tudi zapis za vodillno RNA. Zapis za vodilno RNA smo v celico 
vnesli na ekspresijskem plazmidu, skupaj z zapisom za endonukleazo (slika 13a) oziroma 
v obliki pomnožkov PCR z zapisom za vodilno RNA (slika 13b). Zaporedja protismernih 
začetnih oligonukleotidov za pripravo pomnožkov PCR z zapisom za vodilno RNA smo 
pridobili s spletnim programom [41]. Ta nam za podano tarčno nukleotidno zaporedje 
izpiše vsa možna zaporedja, kamor bi vodilna RNA lahko prilegala. V našem primeru 
smo za tarče uporabili zaporedja v bližini odprtih regij, ki smo jih identificirali z metodo 
ATAC-seq. Protismerni začetni oligonukleotidi so poleg zapisa za tarčno zaporedje 
vsebovali še zapis za ogrodje vodilne RNA, na katerega se veže endonukleaza, in del, ki 
prilega na matrico za pomnoževanje. Pomnožke PCR z zapisom za vodilno RNA smo 
pripravili s polimerazo Herculase II fusion (preglednica 3) ter jih pomnožili s 
temperaturnim programom, zapisanim v preglednici 4. Smerni začetni nukleotid je 
prilegal na začetek promotorja U6 v plazmidu, s protismernim začetnim nukleotidom, ki 
je delno prilegal na konec promotorja U6, pa smo v pomnožke PCR vnesli zapis za 
vodilno RNA (slika 13c). PCR pomnožke smo nato kotransficirali v celico skupaj z 
ekspresijskim plazmidom, ki nosi zapis za endonukleazo (slika 13b).  
 




Slika 13: Dostavni sistemi za vodilno RNA. a) Vodilno RNA lahko v celice vnesemo 
a) na ekspresijskem plazmidu skupaj z zapisom za endonukleazo ali b) v obliki 
pomnožkov PCR. c) Priprava pomnožkov PCR z zapisom za vodilno RNA 
Preglednica 3: Priprava reakcijske mešanice za pripravo pomnožkov PCR 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Voda, prosta nukleaz 35,5 
Pufer Herculase II PCR buffer 10,0 
dNTP 0,5 
Smerni začetni oligonukleotid 1 
Protismerni začetni oligonukleotid 1 
Polimeraza Herculase II fusion  0,5 
Matrična DNA 1 
Končni volumen 50 
 
Preglednica 4: Temperaturni program za pripravo pomnožkov PCR na napravi 
PCR Mastercycler pro S 
Temperatura [℃] Čas Število ciklov Namen 
95 2 min 1 Začetna denaturacija 
95 20 s 40 Denaturacija 
60 20 s Prileganje 
72 20 s Podaljševanje 
72 3 min 1 Zaključno podaljševanje 
3.2.2 Čiščenje pomnožkov PCR na magnetnih kroglicah 
Pomnožke PCR z zapisom za vodilno RNA smo očistili z magnetnimi kroglicami po 
navodilih proizvajalca [42]. Čiščenje smo izvajali aseptično, v mikrobiološki komori. K 
vzorcu pomnožkov PCR v mikrocentrifugirkah smo dodali magnetne kroglice AMPure 
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XP, predhodno ogrete na sobno temperaturo, v razmerju 1 : 1,8 ter zmes dobro premešali 
na vibracijskem mešalniku. Raztopino smo 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi ter 
nato mikrocentrifugirke postavili na magnetno stojalo. Počakali smo 5 minut, da so se 
kroglice z vezano DNA zaradi delovanja magnetne sile ločile od raztopine ter nato 
odstranili supernatant. Magnetne kroglice smo dvakrat sprali z 80 % etanolom in očiščeno 
DNA eluirali v 50 µL sterilne vode proste nukleaz. 
3.2.3 Merjenje koncentracije DNA s fluorimeterom Qubit 2.0 
Koncentracijo DNA v vzorcu smo merili fluorimetrično s fluorimetrom Qubit 2.0. 
Tehnologija merjenja temelji na detekciji fluorescenčnega barvila, ki je vezano v 
dvoverižno DNA (dsDNA). Intenziteto fluorescence naprava na podlagi umeritvene 
krivulje prevede v koncentracijo DNA v vzorcu. Za meritev smo uporabili komplet 
reagentov Qubit dsDNA HS Assay Kit. Pripravili smo si reakcijsko mešanico, ki vsebuje 
pufer in fluorescenčno barvilo v razmerju 199:1. K 197 µL reakcijske mešanice smo 
dodali 3 µL redčine vzorca in fluorescenco pomerili po navodilih proizvajalca [43]. 
3.2.4 Preverjanje velikosti PCR produktov z elektroforezo na čipih 
Velikost produktov PCR smo analizirali z elektroforezo na čipu z napravo Agilent 2100 
Bioanalyzer. Uporabili smo komplet reagentov Agilent High Sensitivity DNA Kit. Pred 
analizo smo vzorce DNA redčili do koncentracije 0,5 ng/µL in 1 µL in redčine vzorca 
nanesli na čip ter izvedli analizo po navodilih proizvajalca [44]. Med analizo se fragmenti 
DNA ločijo po velikosti. Naprava zazna različne velikosti fragmentov DNA in jih prevede 
v sliko gela oziroma elektoferograma. 
3.2.5 Linearizacija ekspresijskega vektorja z zapisom za monoklonsko protitelo 
Z linearizacijo ekspresijskega vektorja povečamo verjetnost, da se plazmid vstavi v 
genom celic CHO. Reakcijsko mešanico smo pripravili z encimom SwaI (preglednica 5). 
Preglednica 5: Priprava reakcijske mešanice za linearizacijo vektorja 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Voda prosta nukleaz 273 
Pufer 40 
SwaI 20 
Matrična DNA (nelineariziran plazmid) 67 
Končni volumen 400 
 
Linearizacija je potekala 3 ure pri 25 °C. Linearizirano plazmidno DNA smo oborili z 
izopropanolom in očistili z etanolom. Po dodatku izopropanola reakcijski mešanici smo 
le to centrifugirali (2100 rcf, 30 min, 4 °C), odstranili supernatant, dodali 70 % etanol, 
ponovno centrifugirali (2100 rcf, 1 min, 4 °C), odstranili supernatant ter posušili v 
sterilnem okolju. Očiščeno plazmidno DNA smo raztopili v vodi, prosti nukleaz ter 
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velikost produktov linearizacije preverili s komercialnim sistemom E-gel. E-gel je 
vnaprej pripravljen agarozni gel v plastičnem ovoju z dodanim etidijevim bromidom. 
Linearizirano plazmidno DNA smo redčili v vodi prosti nukleaz do koncentracije 20 ng/ 
µL ter dodali 6-kratni nanašalni pufer. 24 µL tako pripravljenega vzorca smo nanesli na 
0,8 % E-gel [45]. Po poteku elektroforeze smo gel slikali na napravi za slikanje gelov 
Fusion FX. 
3.2.6 Rokovanje s celično kulturo CHO 
Celice smo gojili v stresalnih plastenkah z delovnim volumnom 25 mL, v ploščah s 24 
vdolbinami z globokim piramidnim dnom (delovni volumen je 3 mL) in v mikrotitrskih 
ploščah s 96 vdolbinami za gojenje celic (delovni volumen je 200 µL). Medij za gojenje 
celic smo pripravili po protokolu, ki ga uporablja podjetje Lek d.d. Celice v stresalnih 
plastenkah in ploščah z globokim dnom smo gojili v stresalnem inkubatorju pri 37 ºC, 10 
% CO2 ob konstantnem stresanju. Mikrotitrske plošče s 96 vdolbinami smo gojili v 
inkubatorju pri enakih pogojih, vendar brez stresanja. Tekom eksperimenta smo število 
in viabilnost celic spremljali s pomočjo naprave Vi-Cell XR. Na podlagi pridobljenih 
podatkov smo celično kulturo ustrezno pasirali oziroma celicam menjevali medij. V 
primeru plošč z globokim dnom in mikrotitrskih plošč s 96 vdolbinami smo si pri 
rokovanju s celično kulturo pomagali s pipetirnim robotom Tecan Freedom EVO. V 
določenih fazah eksperimenta smo celično kulturo zamrznili. 1 mL kulture s 
koncentracijo celic 5x106 viabilnih celic/mL in 75 µL sterilno filtriranega dimetil 
sulfoksida smo prenesli v vialo. Kulturo smo počasi zamrznili z uporabo zamrzovalnih 
posod Mr. Frosty™, s katerimi dosežemo hitrost zamrzovanja 1 °C/min. Viale smo nato 
prenesli v krioposodo s tekočim dušikom. Pri postopku odmrzovanja vial smo vialo 5 
minut stresali na 37 °C in vsebino viale v mikrobiološki komori prenesli v ogret medij. 
3.2.7 Transfekcije in priprava stabilnih naborov celic 
Plazmidno DNA in pomnožke PCR smo v celično linijo vnesli z nukleofekcijo. Metoda 
predstavlja nadgradnjo elektroporacije, saj specifična kombinacija optimiziranih 
električnih parametrov in nukleofekcijske raztopine omogoča vnos DNA direktno v jedra 
celic [8, 46]. Za eno nukleofekcijsko reakcijo smo uporabili 5,5x106 viabilnih celic, 1-8 
µg heterologne DNA in 90 µL nukleofekcijske raztopine. Celično kulturo smo 
centrifugirali (180 rcf, 5 min, 20 ˚C), odstranili supernatant, dodali nukleofekcijsko 
raztopino in heterologno DNA. 100 µL pripravljene raztopine smo odpipetirali v kiveto, 
le-to vstavili v nukleofektor Amaxa II in izvedli nukleofekcijo. Vsebino iz kivete smo 
nato prenesli v 15 mL ogretega medija in kulturo stresali v stresalnem inkubatorju pri 37 
ºC in 10 % CO2. Dan po transfekcijah smo v stresalne plastenke dodali še 10 mL medija 
in tako dosegli delovni volumen. 
Drugi dan po transfekciji, ko so celice dosegle viabilnost nad 60 %, smo celično kulturo 
centrifugirali in pelet resuspendirali v mediju s puromicinom. Puromicinska selekcija je 
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potekala 5 dni. Na ta način smo pridobili nabor celic, ki so sprejele plazmid z zapisom za 
endonukleazo. Celice smo nato v mediju brez antibiotika gojili toliko časa, da so dosegle 
viabilnost blizu 100 %. Nato smo jih prestavili v medij z geneticinom. S tem smo pridobili 
nabor celic, ki so v svoj genom integrirale mAb ekspresijski vektor ne glede na to, ali se 
je le-ta integriral na tarčnem ali na naključnem mestu. Po geneticinski selekciji smo celice 
gojili še v mediju z metotreksatom ter na ta način obogatili celice, ki imajo višje izražanje 
gena dhfr in posledično tudi gena, ki nosi zapis za protitelo. 
3.2.8 Kloniranje do posameznih celic 
Kloniranje do posameznih celic je proces, pri katerem pridobimo monoklonalne celične 
linije. Celične nobore smo klonirali s celičnim printerjem Cytena. Tehnologija temelji na 
osnovi prozornega mikrofluidnega čipa, povezanega z detekcijskim sistemom. 
Mikrofluidni čip omogoča nastanek kapljic celične kulture s premerom približno 50 µm. 
Kamera tik pred nastankom posamezne kapljice slika območje podaljška čipa, kjer se 
tvori kapljica celične suspenzije. Računalniški sistem sliko analizira in določi pozicijo 
posamezne celice v podaljšku čipa. Ker je volumen celične suspenzije v kapljici natančno 
določen, sistem lahko napove, koliko celic se bo v generirani kapljici nahajalo. Kapljice, 
ki vsebujejo eno celico sistem spusti v posamezno vdolbinico na mikrotitrski plošči, 
medtem ko vse preostale kapljice odsesavni sistem, nameščen tik pod podaljškom čipa, 
odsesa v odpadni rezervoar (slika 14) [47, 48]. 
 
Slika 14: Kloniranje do posameznih celic s celičnim printerjem Cytena (prirejeno 
po [48]) 
Klonirali smo stabilne celične nabore, transficirane s sistemom za urejanje genoma in 
mAb ekspresijskim plazmidom, po selekciji na metotreksatu. Celično kulturo smo dan 
pred kloniranjem razdelili v dve stresalni plastenki in dodali svež medij do delovnega 
volumna stresalne plastenke. Na dan kloniranja smo kulturo centrifugirali ter supernatant 
sterilno filtrirali čez 0,22 µm filter. S 100 µL medija smo napolnili posamezno vdolbino 
na mikrotitrski plošči s 96 vdolbinami, namenjeno kloniranju. 
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Rast klonov v mikrotitrskih ploščah smo spremljali s slikanjem na napravi Cell Metric. 
Delečim se monoklonalnim celičnim linijam smo dodali sveže gojišče po protokolu, ki se 
uporablja v podjetju Lek d.d. 21. dan po kloniranju smo za vsako ploščo naredili duplikat 
tako, da smo iz originalne plošče prestavili 50 µL kulture v novo ploščo ter dodali 150 
µL svežega medija. Preostalo kulturo iz originalne plošče smo uporabili za izolacijo 
genomske DNA. Kulturo v duplikat plošči smo še en teden gojili v inkubatorju ter nato 
klone s tarčno integriranim vektorjem prenesli v plošče s 24 vdolbinami z globokim 
piramidnim dnom. 
3.2.9 Spremljanje produktivnosti pripravljenih celičnih linij v 11-dnevni šarži brez 
dohranjevanja 
11-dnevno šaržo brez dohranjevanja smo nacepili v rastne plastenke z delovnim 
volumnom 25 mL s koncentracijo 2x105 viabilnih celic/mL. Na četrti, šesti, osmi in 
enajsti dan smo celice prešteli na napravi Vi-Cell XR in pomerili koncentracijo 
proizvedenega protitelesa z napravo Octet QK. Naprava za merjenje uporablja 
biosenzorje, ki imajo na površini imobiziran protein A, ki se specifično veže na težko 
verigo protitelesa. Spektrofotometer v realnem času meri spremembo števila protiteles, 
ki so vezana na biosenzor. Za izvedbo analize smo v mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinami 
odpipetirali 200 µL kulture in ploščo vstavili v napravo. Analizo smo izvedli in podatke 
analizirali po navodilih proizvajalca [49]. 
3.2.10 NGS-analiza učinkovitosti delovanja sistema za urejanje genoma 
Učinkovitost delovanja sistema za urejanje genoma smo določili z NGS analizo celičnih 
naborov, ki so vsebovali sistem za urejanje genoma, ne pa tudi mAb ekspresijskega 
plazmida. Genomsko DNA smo iz celičnih naborov izolirali po puromicinski selekciji s 
kompletom reagentov QIAamp DNA Blood Mini Kit. Nato smo na napravi Mastercycler 
pro S s temperaturnim programom, opisanim v preglednici 7, pomnožili odsek genomske 
DNA, kjer je tarčno deloval sistem za urejanje genoma. Reakcijsko mešanico smo 
pripravili na osnovi reagenta KAPA Taq Ready Mix (preglednica 6).  
Preglednica 6: Priprava reakcijske mešanice za pripravo pomnožkov PCR na 
mestu generiranja dvojnih prelomov sistema za urejanje genoma 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Voda, prosta nukleaz 8,5 
KAPA Taq Ready Mix 12,5 
Smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 
Protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 
Matrična DNA 2 
Končni volumen 25 
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Preglednica 7: Temperaturni program za reakcijo PCR na napravi PCR 
Mastercycler pro S 
Temperatura [℃] Čas  Število ciklov Namen 
95 3 min 1 Začetna denaturacija 
95 30 s 35 Denaturacija 
60 30 s Prileganje 
72 1 min Podaljševanje 
72 1 min 1 Zaključno podaljševanje 
V nadaljevanju smo produkte PCR, namnožene iz različnih mest v genomu celic CHO, 
združili ter jih očistili z magnetnimi kroglicami. Za pripravo knjižnice smo uporabili 
komplet reagentov Nextera XT DNA Library Prep Kit, proizvajalca Illumina, ki temelji 
na delovanju transpozaze Tn5. Transpozaza tagmentira pomnožke PCR, kar pomeni, da 
jih sočasno razreže in nanje ligira sekvenčne adapterje. Določanje zaporedja DNA na 
sekvenatorju MiSeq vključuje premostitveni PCR (angl. bridge amplification), pri 
katerem nastanejo prostorsko locirani skupki (angl. clusters), ki mu sledi sekvenciranje s 
sintezo. To je sestavljeno iz ponavljajočih se ciklov dodajanja fluorescenčno označenih 
oligonukleotidov, slikanja in spiranja. Zaporedje je določeno iz obeh koncev (angl. pair 
end sequencing) [50].  
Pri določevanju zaporedja DNA s tehnologijo NGS dobimo ogromno količino odčitkov, 
na osnovi katerih s spletnim programom za analizo odčitkov NGS pridobimo podatek v 
koliko odstotkih je prišlo do mutacij v primerjavi z referenčnim zaporedjem (slika 15). 
Mutacije namreč nakazujejo generiranje preloma dvojne vijačnice in delovanje 
popravljalnega mehanizma NHEJ [51]. 
 
Slika 15: Prikaz distribucije odstotka mutacij glede na izbrano mesto. Mesto 60 
predstavlja mesto kjer endonukleaza generira prelom dvojne vijačnice. Posledično na 
tem mestu vidimo največji odstotek mutacij, ki se nato razprostirajo levo in desno od 
tega mesta.  
3.2.11 Izolacija gDNA iz klonov s kompletom reagentov KAPA Express Extract  
21. dan po kloniranju smo iz klonov, gojenih v originalni mikrotitrski ploščici za gojenje 
celic s 96 vdolbinami (poglavje 3.2.10), izolirali genomsko DNA s kompletom reagentov 
KAPA Express Extract. Mikrotitrsko ploščico za gojenje celic s 96 vdolbinami smo 
centrifugirali (3200 rcf, 10 min), odstranili supernatant ter peletu celic dodali 50 µL 
raztopine za lizo celic (preglednica 8). 
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Preglednica 8: Priprava raztopine za lizo celic 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Voda prosta nukleaz 44 
Pufer KAPA Express Extract Buffer (10x) 5 
Encim KAPA Express Extract (1 U/µL) 
Enzyme 
1 
Končni volumen 50 
Ploščico smo pol ure inkubirali pri 75 ºC, encim pa nato inaktivirali s 5 minutno 
inkubacijo pri 95 ºC. Ploščico smo nato centrifugirali (3200 rcf, 3 min) ter 20 µL 
supernatanta, v katerem se je nahajala izolirana DNA, prenesli v novo mikrotitrsko ploščo 
s 96 vdolbinami. Izolirano DNA smo z namenom, da bi zmanjšali učinek inhibicije pri 
qPCR analizah petkrat redčili z vodo prosto nukleaz. 
3.2.12 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov za PCR-presejanje klonov s tarčno 
integriranim ekspresijskim vektorjem za mAb in testiranje specifičnosti začetnih 
oligonukleotidov 
Začetne oligonukleotide za PCR-presejanje klonov s tarčno integracijo smo načrtali s 
spletnim programom Primer3 [52]. Določili smo: 1) dolžino začetnih oligonukleotidov 
med 20 in 23 nukleotidov, 2) temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov med 59 
ºC in 61 ºC, 3) vsebnost gvaninov in citozinov v začetnih oligonukleotidih med 40 % in 
60 %, 4) dolžino pridobljenega PCR produkta med 600 in 700 baznih parov ter 5) tarčno 
mesto za aktivnost sistema za urejanje genoma v sredinskem delu produkta. Za vse 
načrtane začetne oligonukleotide smo nato v bazi podatkov NCBI preverili, da ne 
prilegajo na nobeno drugo mesto v genomu celic CHO. 
Temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov smo eksperimentalno določili s 
temperaturno gradientno reakcijo PCR (preglednica 10) ter generiranjem talilne krivulje 
pridobljenim PCR produktom (preglednica 11). Prileganje začetnih oligonukleotidov smo 
testirali pri temperaturah 55 ºC, 59 ºC, 63 ºC in 65 ºC. Reakcijsko mešanico smo pripravili 
s kompletom reagentov KAPA HRM Fast PCR kit (preglednica 9). Kot matrično DNA 
smo uporabili izolirano genomsko DNA iz netransficirane celične linije CHO. 
Preglednica 9: Priprava reakcijske mešanice za izvedbo reakcije PCR in 
pridobitev talilne krivulje za nastale produkte PCR 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Voda, prosta nukleaz 1,6 
KAPA HRM FAST Master Mix (2x) 5 
25 mM MgCl2 1 
Smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 0,2 
Protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 0,2 
Matrična DNA 2 
Končni volumen 10 
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Preglednica 10: Temperaturni program za izvedbo temperaturno gradientne 
reakcije PCR na napravi PCR Mastercycler pro S 
Temperatura [℃] Čas Število ciklov Namen 
95 3 min 1 Začetna denaturacija 
95 30 s 40 Denaturacija 
55 - 65 30 s Prileganje 
72 1 min Podaljševanje 
72 5 min 1 Zaključno podaljševanje 
 
Preglednica 11: Temperaturni program za pridobitev talilne krivulje produktov 
PCR na napravi QuantStudio7 Flex Real-time PCR 
Temperatura [℃]  Čas Število ciklov Namen 
95 15 s 1 Generiranje talilne 
krivulje.  60 1 min 1 
Naraščanje temperature od 60 do 95 ºC s hitrostjo 0,05 ºC/s 
95 15 s 1 
3.2.13 Identifikacija klonov s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem na 
osnovi metode qPCR  
Klone s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem smo identificirali s 
kvantitativno reakcijo PCR (qPCR). Gre za laboratorijsko tehniko, ki temelji na verižni 
reakciji s polimerazo in v realnem času kvantificira koncentracijo pomnožene tarčne 
DNA molekule. Za izvedbo reakcije qPCR smo uporabili nespecifično barvilo EvaGreen, 
ki interkalirano v dvojno vijačnico DNA, emitira visok fluorescentni signal. Povečanje 
produkta DNA tekom reakcije PCR vodi do povečanja intenzitete fluorescence, ki jo 
naprava izmeri po vsakem ciklu. Uporaba nespecifičnega barvila ob uporabi 
temperaturnega programa za generiranje talilne krivulje omogoča tudi pridobitev podatka 
o strukturi nastalega produkta PCR. Zaradi segrevanja se dvojna vijačnica DNA razklene, 
barvilo se sprosti v tekočino, s čimer je fluorescentni signal zadušen. Pri kateri 
temperaturi se bo to zgodilo, je odvisno od lastnosti produkta PCR. 
V mikrotitrsko ploščo s 384 vdolbinicami smo odpipetirali 2 µL 5-krat redčene genomske 
DNA, izolirane s kompletom reagentov KAPA Express Extract, ter dodali 8 µL reakcijske 
mešanice brez genomske DNA (preglednica 12). Genomsko DNA vsakega klona smo 
pomnoževali s štirimi različnimi kombinacijami začetnih oligonukleotidov in sicer: 
genomski smerni - plazmidni protismerni, plazmidni smerni - genomski protismerni, 
genomski smerni -  plazmidni smerni ter plazmidni protismerni - genomski protismerni 
(slika 16). Analizo smo izvedli na napravi QuantStudio 7 Flex Real-time. Uporabili smo 
dvostopenjski PCR program, kar pomeni, da sta fazi prileganja in podaljševanja združeni. 
Po koncu PCR programa smo uporabili še program za generiranje talilne krivulje 
(preglednica 13). 




Slika 16: Štiri različne kombinacije začetnih oligonukleotidov za presejanje klonov 
s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem 
Preglednica 12: Priprava reakcijske mešanice za reakcijo qPCR 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Voda, prosta nukleaz 1,6 
KAPA HRM FAST Master Mix (2x) 5 
25 mM MgCl2 1 
Smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 0,2 
Protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 0,2 
Genomska DNA 2 
Končni volumen 10 
 
Preglednica 13: Temperaturni gradient za reakcijo qPCR za presejanje klonov 
Temperatura Čas Število ciklov Namen 
50 2 min 1 / 
95 10 min 1 Začetna denaturacija 
95 15s 40 Denaturacija 
60 1 min Prileganje in podaljševanje 
95 15 s 1 Generiranje talilne krivulje 
60 1 min 1 
Naraščanje temperature od 60 do 95 ºC; 0,05 ºC/s 
95 15 s 1 
3.2.14 Potrjevanje klonov s sekvenciranjem po Sangerju 
Klone s tarčno integriramin mAb ekspresijskim vektorjem smo potrdili s sekvenciranjem 
spojev mAb ekspresijskega vektorja in genomske DNA. Sekvenciranje po Sangerju je 
metoda, ki temelji na postopnem končevanju pomnoževanja DNA z dideoksinukleotidi. 
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Komplet reagentov za sekvenciranje poleg polimeraze vsebuje tako navadne 
deoksinukleotide, kot tudi modificirane dideoksinukleotide. Ko se dideoksinukleotid pri 
sintezi komplementarne verige vgradi na mesto navadnega deoksinukleotida, se sinteza 
DNA ustavi. Sekvenciranje s fluorescenčno označenimi dideoksinukleotidi (angl. dye 
terminator sequencing) omogoča sekvenciranje vzorca v eni reakciji, saj je vsak od štirih 
dideoksinukleotidov označen z drugim fluorescenčim barvilom, od katerih vsak emitira 
pri drugi valovni dolžini. Kot rezultat dobimo kromatogram po kapilarni elektroforezi, ki 
nam poda sekvenco produkta PCR. 
Najprej smo s kompletom reagentov QIAamp DNA Blood Mini Kit izolirali genomsko 
DNA iz klonov, ki smo jim na podlagi analiz qPCR določili tarčno integriran ekspresijski 
vektor in jih kasneje iz duplikatnih mikrotitrskih plošč s 96 vdolbinami za gojenje celic 
prenesli v plošče z globokim piramidnim dnom s 24 vdolbinami (poglavje 3.2.10). Nato 
smo s kompletom reagentov KAPA Taq Ready Mix (preglednica 6) pripravili pomnožke 
spojev med genomsko DNA in vstavljenim ekspresijskim vektorjem. Produkte PCR smo 
preverili z elektroforezo na čipih in s tem potrdili specifičnost produkta PCR. Nato smo 
s kompletom reagentov Big DyeTMTerminator Ready Reaction Mix v.3.1. pripravili 
sekvenčne reakcije (preglednica 14) in jih pomnožili s temperaturnim programom 
opisanim v preglednici 15. Začetni oligonukleotid v sekvenčni reakciji je bil eden od dveh 
začetnih oligonukleotidov s katerimi smo pripravili produkte PCR. 
Preglednica 14: Priprava reakcijske mešanice za pripravo sekvenčnih reakcij za 
sekvenciranje po Sangerju 
Reagent Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Big DyeTMTerminator Ready Reaction Mix v.3.1. 8 
dsDNA (produkt PCR) 3 
Začetni oligonukleotid (3,3 pM) 3 
Voda, prosta nukleaz 6 
Končni volumen 20 
 
Preglednica 15: Temperaturni program za pripravo sekvenčnih reakcij za 
sekvenciranje po Sangerju na napravi PCR Mastercycler pro S 
Temperatura [℃] Čas [s] Število ciklov Namen 
96 240 1 Začetna denaturacija 
96 10 25 Denaturacija 
50 5 Prileganje 
60 240 Podaljševanje 
 
Po koncu pomnoževanja smo sekvenčne reakcije očistili z reagentom DyeEx 2.0 Spin Kit 
ter jih posušili v vakuumskemu sušilniku. Sušine sekvenčnih reakcij smo raztopili v Hi-
Di formamidu ter dsDNA razklenili s segrevanjem pri 95 ºC in hitrim ohlajevanjem. 
Sledilo je sekvenciranje po Sangerju na sekvenatorju genetic Analyzer 3500 po navodilih 
proizvajalca [53]. 
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3.2.15 Analiza stopnje izražanja mRNA in analiza števila kopij mAb ekspresijskega 
vektorja v genomu celic CHO s kapljično digitalno reakcijo PCR 
Kapljična digitalna verižna reakcija s polimerazo (ddPCR) je metoda za natančno in 
absolutno kvantifikacijo tarčne DNA v vzorcu. Reakcijsko mešanico za reakcijo ddPCR 
smo pripravili na osnovi sond TaqMan, označenih z barvilom FAM oziroma VIC. Sonda, 
ki se specifično veže na tarčno DNA ima na eni strani vezan fluorescenčni reporter na 
drugi strani pa dušilec. Ko sta v neposredni bližini reporter ne fluorescira, ko pa se ločita 
začne reporter oddajati fluorescenco. Reakcijsko mešanico smo z avtomatskim 
generatorjem kapljic pod pritiskom in ob prisotnosti olja porazdelili v okoli 20 000 
kapljic. V vsaki kapljici reakcija PCR poteče do končne točke. S PCR reakcijo 
pomnožujemo odsek DNA znotraj katerega je vezana sonda. Tekom reakcije PCR 
polimeraza Taq zaradi svoje 5′ proti 3′-eksonukleazne aktivnosti sondo razgradi, reporter 
se loči od dušilca ter začne oddajati fluorescenco, ki jo s čitalcem kapljic izmerimo v 
končni točki reakcije PCR. Čitalec kapljic kapljice posrka v ozko kapilaro in za vsako 
kapljico posebej izmeri fluorescenco v dveh kanalih. Pozitivne kapljice, ki vsebujejo eno 
ali več kopij tarčne DNA fluorescirajo, medtem ko negativne kapljice, ki ne vsebujejo 
tarčne DNA ne fluorescirajo. Računalniški program nam ob upoštevanju Poisoonove 
porazdelitve, ki upošteva verjetnost, da so v eni fluorescirajoči kapljici prisotne ena, dve 
ali več molekul tarčne DNA, poda koncentracijo tarčne DNA v izhodnem vzorcu [53]. 
Za analizo stopnje izražanja mRNA smo totalno RNA izolirali s kompletom reagentov 
RNeasy Mini Kit po navodilih proizvajalca. Izolirano RNA smo v vodi prosti nukleaz 
redčili do koncentracije 0,005 ng/µL. Za pripravo reakcijske mešanice za analizo 
izražanja mRNA smo uporabili komplet reagentov One-Step RT-ddPCR Advanced Kit 
for Probes, ki omogoča reverzno transkripcijo in reakcijo PCR v enem koraku 
(preglednica 16). Z eksperimentom smo analizirali izražanje lahke in težke verige 
protitelesa. Uporabili smo dve različni sondi označeni z barvilom FAM, ki sta se 
komplementarno vezali na cDNA gena za lahko oziroma težko verigo protitelesa ter 
sondo označeno z barvilom VIC, ki se je komplementarno vezala na referenčni gen beta-
aktin (actb).  
Preglednica 16: Priprava reakcijske mešanice za izvedbo kapljične digitalne 
reakcije PCR za določevanje stopnje izražanja mRNA 
Reagent Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Supermix 5,5 
Reverzna transkriptaza 2,2 
300 mM DTT 1,1 
20x TaqMan-FAM 1,1 
20x TaqMan-VIC 1,1 
Celotna RNA 1,1 
Voda, prosta nukleaz 9,9 
Končni volumen 22 
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Po pripravi mikrotitrske plošče smo z avtomatskim generatorjem kapljic generirali 
kapljice, ki smo jih nato prenesli na ciklični termoblok ter nastavili program naveden v 
preglednici 17. 
Preglednica 17: Temperaturni program na napravi C100 Touch Thermal Cycler 
za določevanje stopnje izražanja mRNA 
Temperatura [℃] Čas [min] Število ciklov Namen 
45 60 1 Potek reverzne transkripcije 
95 10 1 Začetna denaturacija 
95 0,5 40 Denaturacija 
60 1 Prileganje in podaljševanje 
98 10 1 / 
Ploščo smo nato prenesli v čitalec QX200 Droplet Reader in analizirali rezultate.  
Za analizo števila kopij smo uporabili genomsko DNA izolirano s kompletom reagentov 
QIAamp DNA Blood Mini Kit. Za določitev števila kopij smo pred analizo genomsko 
DNA tretirali z encimoma SpeI in HindIII, ki režeta na več mestih genomske DNA ter 
vzorce redčili do koncentracije 0,5 ng/µL. Za analizo enega vzorca smo pripravili tri 
reakcijske mešanice s kompletom reagentov Supermix for probes (preglednica 18) in eno 
od treh različnih sond označenih z barvilom FAM, ki se komplementarno veže na gena 
za lahko ali težko verigo protitelesa oziroma na gen gluc. 
Preglednica 18: Priprava reakcijske mešanice za izvedbo kapljične digitalne 
reakcije PCR za določevanje števila kopij mAb ekspresijskega vektorja 
Reagent Volumen za 1 reakcijo [µL] 
Supermix for probes 11 
Voda prosta nukleaz 7,6 
TaqMan-FAM [10 µM] 2,3 
Matrična DNA 1,1 
Končni volumen 22 
 
Po pripravi mikrotitrske plošče smo na avtomatskem generatorju kapljic generirali 
kapljice, jih prenesli na ciklični termoblok in nastavili program opisan v preglednici 19. 
Preglednica 19: Temperaturni program za izvedbo kapljične digitalne reakcije 
PCR za določevanje števila kopij mAb ekspresijskega vektorja 
Temperatura [℃] Čas [min] Število ciklov Namen 
95 10 1 Začetna denaturacija 
94 0,5 40 Denaturacija 
60 1 Prileganje in podaljševanje 
98 10 1 / 
Ploščo smo nato prenesli na čitalec QX200 Droplet Reader in analizirali rezultate.  
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3.2.16 Fluorescentna hibridizacija in situ in večbarvna fluorescentna hibridizacija in 
situ 
S fluorescentno hibridizacijo in situ (FISH) in večbarvno fluorescentno hibridizacijo in 
situ (mFISH) smo želeli potrditi mesto tarčne integracije ter določiti število integracijskih 
mest plazmida v genomu celic CHO. Metodi smo izvedli po protokolu, ki se uporablja v 
podjetju Lek d.d. 
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4 Rezultati in razprava  
4.1 Razvoj metode za tarčno integracijo mAb ekspresijskega vektorja 
v genom celic CHO 
Kljub številnim, že razvitim načinom tarčne integracije, noben način ni dovolj enostaven 
in hkrati dovolj učinkovit, da bi z njim lahko testirati 32 različnih regij v genomu celic 
CHO. V okviru magistrske naloge smo želeli razviti hiter način, ki bi omogočal 
učinkovito tarčno integracijo heterolognega gena v genom celic CHO. V ta namen smo 
se poslužili sistema za urejanje genoma, ki učinkovito generira prelom dvojne vijačnice 
na tarčnem mestu. Po prelomu DNA se v celici v primeru, da ni prisotnih homolognih 
regij, aktivira popravljalni mehanizem nehomolognega spajanja koncev (NHEJ). Ker smo 
v celico, skupaj s sistemom za urejanje genoma vnesli tudi veliko količino lineariziranega 
mAb ekspresijskega plazmida, je celica spojila tako konce prelomljene DNA, kot tudi 
konce lineariziranega plazmida in genomske DNA. Izkoriščanje mehanizma NHEJ za 
tarčno integracijo ima v primerjavi z mehanizmom homologne rekombinacije (HR) več 
prednosti. Popravljalni mehanizem NHEJ se v sesalskih celicah pojavlja z večjo 
frekvenco kot popravljalni mehanizem HR, v primeru popravljalnega mehanizma NHEJ 
se izognemo načrtovanju in pripravi posebnih plazmidov oziroma konstruktov s 
homolognimi regijami, prav tako pa mehanizem NHEJ omogoča vgradnjo več kopij 
plazmida v genom celic, medtem ko s homologno rekombinacijo v genom vstavimo le 
eno kopijo. 
Za učinkovito integracijo heterologne DNA v tarčno regijo genoma celic CHO na osnovi 
popravljalnega mehanizma nehomolognega spajanja koncev so potrebni številni 
elementi, ki smo jih za uspešen razvoj metode želeli optimizirati: 
a. Učinkovita obogatitev celic, ki so uspešno sprejele sistem za urejanje genoma 
in heterologno DNA. Na ta način učinkovito izločimo klone, ki v svojem 
genomu nimajo integrirane heterologne DNA oziroma heterologne DNA 
nimajo integrirane na tarčnem mestu. Tako močno zmanjšamo obseg 
presejanja klonov. 
b. Na aktivnost sistema za urejanje genoma vpliva optimalna količina sistema, 
uporabljenega pri transfekcijah. Visoko aktiven sistem učinkovito generira 
prelome dvojne vijačnice DNA in s tem poveča možnost vgraditve 
heterologne DNA na tarčno mesto. 
c. Učinkovito presejanje klonov omogoča identifikacijo velike večine klonov, ki 
imajo heterologno DNA integrirano na tarčnem mestu. 
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4.1.1 Optimizacija selekcije celic CHO v prisotnosti puromicina 
Na oddelku za razvoj celičnih linij do sedaj nismo uporabljali selekcije s puromicinom za 
celično linijo CHO_2, zato je bilo najprej potrebno ugotoviti, katera je najmanjša 
koncentracija puromicina, ki še omogoča učinkovito selekcijo celic. Gen za odpornost na 
puromicin se namreč nahaja na ekspresijskem plazmidu z zapisom za endonukleazo, 
selekcijo na puromicin pa bomo uporabljali za obogatitev celic, ki so sprejele sistem za 
urejanje genoma [54]. 
 
Slika 17: Viabilnost celičnih naborov v odvisnosti od časa trajanja selekcijskega 
pritiska s puromicinom. Nabore celic smo pridobili s transfekcijami z nelineariziranim 
plazmidom, ki nosi zapis za odpornost na puromicin (ppuro) in slepimi transfekcijami, pri 
katerih smo v nukleofekcijsko raztopino namesto plazmida dodali vodo prosto nukleaz 
(kontrola). Celične nabore smo nato gojili v rastnem mediju z 0, 3, 5 oziroma 10 µg/mL 
puromicina (cpuro). 
Iskali smo koncentracijo puromicina, pri kateri 5 dni po koncu selekcije oziroma 10 dni 
po začetku selekcije, dobimo največjo razliko v viabilnosti med transficiranim naborom 
celic in kontrolo. Iz grafa je razvidno, da je razlika v viabilnosti najbolj izrazita pri 
koncentraciji puromicina 5 µg/mL. Pri tej koncentraciji se naboru celic, ki je bil 
transficiran s plazmidom, po koncu selekcije viabilnost poveča nad 80 %, medtem ko v 
primeru kontrole nabor celic ne preživi (slika 17). Ugotavljamo, da je 5-dnevni selekcijski 
pritisk s koncentracijo puromicina 5 µg/mL dovolj učinkovit, da onemogoča preživetje 
celicam, ki niso sprejele plazmida (negativna kontrola), hkrati pa omogoča preživetje 
celicam, ki so sprejele plazmid in v katerih je posledično poteklo delovanje sistema za 
urejanje genoma. 5-dnevni selekcijski pritisk s koncentracijo puromicina 5 µg/mL smo 
uporabili za selekcijo celični naborov, transficiranih s plazmidom z zapisom za 
endonukleazo, pri vseh nadaljnjih eksperimentih. 
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4.1.2 Optimizacija tarčnega preloma dvojne vijačnice 
V nadaljevanju smo želeli optimizirati aktivnost sistema za urejanje genoma. Zaradi 
enostavne uporabe, za namen tarčne integracije mAb ekspresijskega vektorja v več 
različnih tarčnih regij, smo sistem za urejanje genoma v celice CHO vnesli v obliki 
plazmida z zapisom za endonukleazo in pomnožkov PCR z zapisom za posamezno 
vodilno RNA, ki je narekovala tarčno mesto preloma dvojne vijačnice. V celice smo 
vnesli 1, 2 oziroma 3 µg plazmida z zapisom za nukleazo ter pomnožke PCR v molarnem 
razmerju 1:6 v prid pomnožkov PCR (0,25, 0,5 in 0,75 µg pomnožkov PCR). Po 
transfekciji in optimalni selekciji (poglavje 4.1.1) smo iz nabora celic izolirali gDNA, z 
reakcijo PCR pomnožili mesto preloma dvojne vijačnice, ki ga je narekovala vodilna 
RNA, in z NGS preverili učinkovitost rezanja endonukleaze na tarčnem mestu. Zaporedje 
DNA smo določili naboru celic, v katerem se nahajajo različni kloni, ki imajo zaradi 
popravljalnega mehanizma spajanja nehomolognih koncev, na mestu povzročitve 
preloma dvojne vijačnice s sistemom za urejanje genoma različne mutacije. Na graf smo 
nanesli odstotek odčitkov NGS, ki na mestu preloma vsebujejo mutacijo (slika 18).  
 
Slika 18: Prikaz učinkovitost delovanja sistema za urejanje genoma ugotovljene na 
osnovi analize NGS. Učinkovitost delovanja sistema smo preverili za šest tarčnih regij, 
ki smo jih identificirali kot super-ojačevalce in jih poimenovali SO1, SO2, SO3, SO4, 
SO5 in SO6. Za vsako tarčno regijo smo testirali 3 različne mase plazmida (mp) z 
zapisom za endonukleazo z dodanimi pomnožki PCR (mpom.PCR) v molarnem razmerju 
1:6. Kot pozitivno kontrolo generiranja preloma dvojne vijačnice (PK) smo testirali 
regijo v genomu, ki sicer ne spada med super-ojačevalce, smo pa za njo že predhodno 
razvili delujoč in učinkovit sistem za urejanje genoma, ki zapis za endonukleazo in 
vodilno RNA nosi na istem vektorju [54]. Ker vsi nabori celic niso preživeli selekcije, 
podatkov o učinkovitosti delovanja sistema za urejanje genoma ob različnih masah 
plazmida pri nekaterih regijah, nismo mogli pridobiti. 
Rezultati kažejo, da učinkovitost delovanja sistema za urejanje genoma narašča z 
naraščanjem mase dodanega ekspresijskega plazmida z zapisom za endonukleazo in 
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pomnožkov PCR, ki smo jo uporabili pri transfekcijah. Prav tako opazimo, da je 
učinkovitost delovanja sistema za urejanje genoma v primeru pozitivne kontrole, pri 
kateri imamo vodilno RNA zapisano na plazmidu skupaj z zapisom za endonukleazo, 
mnogo višja kot v primeru, ko smo uporabili pomnožke PCR. Ne glede na to pa je za 
tarčno integracijo mAb ekspresijskega vektorja v različne regije genoma celic CHO, 
mnogo enostavnejša uporaba pomnožkov PCR, saj ne zahteva načrtovanja in priprave 
celotnih plazmidov z zapisom za vodilno RNA.  
Trend je nakazoval, da bi lahko ob večji masi ekspresijskega plazmida z zapisom za 
endonukleazo dosegali še večje učinkovitosti generiranja preloma dvojne vijačnice, 
vendar smo tu naleteli na težavo. Ugotovili smo namreč, da velika količina dodane tuje 
DNA pri transfekcijah negativno vpliva na viabilnost celic in zmožnost, da celični nabor 
preživi selekcijo.  
V preteklih raziskavah so v genomu celic CHO že testirali delovanje sistema za urejanje 
genoma. Genu za nukleazo so optimizirali kodon za izražanje v celicah CHO in ga vstavili 
v ekspresijski vektor za sesalske celice pod kontrolo promotorja CMV. Zapis za vodilno 
RNA pa so vnesli z ločenim ekspresijskim vektorjem pod kontrolo promotorja U6. Na 
osnovi analize NGS so dosegli 11,1 % - 42,5 % učinkovitost generiranja dvojnih 
prelomov s sistemom za urejanje genoma, odvisno od tarčne regije [55]. Z našim 
eksperimentom na osnovi pomnožkov PCR smo pridobili primerljive rezultate (15 % - 
41 % učinkovitost), medtem ko smo v primeru zapisa vodilno RNA na ekspresijskem 
plazmidu z zapisom za endonukleazo z 2 µg transficiranega plazmida uspeli doseči 53 % 
učinkovitost generiranja dvojnih prelomov. 
Glede na rezultate smo zaključili, da z uporabo pomnožkov PCR pridobimo dovolj 
učinkovit sistem za generiranje preloma dvojne vijačnice ter da je 3 µg plazmida z 
zapisom za endonukleazo in 0,75 µg pomnožkov PCR najustreznejša masa za pripravo 
celičnih naborov, znotraj katerih bomo iskali klone s tarčno integriranim mAb 
ekspresijskim vektorjem. 
4.1.3 Razvoj in optimizacija metode za učinkovito presejanje klonov 
Zaradi samega načina izvajanja qPCR analiz za visoko zmogljivostno presejanje klonov 
je zaželeno, da imamo v mikrotitrskih ploščah za gojenje celic čim večje število zrastlih 
klonov. Zaradi tega smo želeli optimizirati način kloniranja celičnih naborov do 
posameznih celic. Za primerjavo smo klonirali 10 ploščic s 96 vdolbinami po že 
uveljavljeni metodi kloniranja. 12 ploščic s 96 vdolbinami pa smo klonirali po novi 
metodi, opisani v poglavju 3.2.10 (slika 19).  




Slika 19: Povprečno število pridobljenih klonov na ploščico s prikazanim 
standardnim odklonom, generiranih po stari in novi metodi 
Z novo metodo kloniranja smo v povprečju pridobili 79,4 ± 4,6 klonov na ploščico, 
medtem ko smo z že uveljavljeno metodo pridobili 63,6 ± 9,7 klonov na ploščico (slika 
21). Podatke smo statistično ovrednotili s Studentovo t-statistiko, ki je pokazala, da je 
razlika med povprečji pridobljenih klonov po stari oziroma novi metodi statistično 
značilna (p-vrednost = 0,0002). V povprečju smo s kloniranjem po novi metodi pridobili 
15,8 ± 3,1 klonov več, kar predstavlja 16 % izboljšano učinkovitost kloniranja. Menimo, 
da je boljša učinkovitosti kloniranja rezultat tega, da se celica učinkoviteje začne deliti v 
primeru, ko ne menja okolja. Medij v tem primeru ostane identičen kot ga je celica imela, 
ko je rastla v celičnem naboru. S takšnim načinom priprave medija dosežemo tudi, da je 
v mediju prisotnih dovolj hranil, hkrati pa dovolj celičnih komponent, ki prav tako dobro 
vplivajo na rast celice. 
Za učinkovito identifikacijo klonov s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem 
je ključnega pomena, da so začetni oligonukleotidi, s katerimi pomnožujemo mesto spoja 
mAb ekspresijskega vektorja in genomske DNA, specifični. S temperaturno gradientno 
reakcijo PCR smo želeli optimizirati temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov. 
Genomsko DNA, izolirano iz netransficirane celične linije, nelineariziran mAb 
ekspresijski vektor ter kombinacijo obeh smo pri različnih temperaturah prileganja 
začetnih oligonukleotidov pomnoževali s smernim in protismernim začetnim 
oligonukleotidom, ki se komplementarno vežeta na genomsko DNA blizu tarčne regije. 
Specifičnost začetnih oligonukleotidov smo določali glede na obliko talilne krivulje za 
posamezno tarčno regijo (slika 20).  




Slika 20: Primer talilnih krivulj po temperaturno gradientni reakciji PCR pri 
štirih različnih temperaturah prileganja za kombinacijo začetnih oligonukleotidov 
regije SO3. Kot matrično DNA za pomnoževanje smo uporabili genomsko DNA 
netransficiranih celic (NT), mAb ekspresijski plazmid ter kombinacijo obeh. Negativno 
kontrolo smo izvedli brez prisotne matrične DNA (NTC). 
Kot optimalno temperaturo prileganja smo v primeru regije SO3 določili 59 °C. Iz grafov 
talilnih krivulj vidimo, da pri tej temperaturi v primeru pomnoževanja genomske DNA 
netransficiranih celic in kombinacije genomske DNA netransficiranih celic ter 
nelineariziranega mAb ekspresijskega plazmida dobimo lepe, skoraj identične krivulje z 
enim jasnim vrhom (slika 22). To nakazuje, da smo z začetnimi oligonukleotidi pomnožili 
specifičen del genomske DNA, ne pa tudi plazmida. V primeru pomnoževanja mAb 
ekspresijskega plazmida dobimo šibek, nespecifičen signal. V primeru, ko matrične DNA 
v reakcijo ne dodamo, pa pomnoževanje ne poteče (NTC) (slika 22). Na enak način smo 
temperaturo prileganja določili tudi pri preostalih regijah. Za regijo SO1 smo temperatuo 
prileganja prav tako določili pri 59 °C, za regije SO2, SO4, SO5, SO6 in PK pa smo kot 
optimalno temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov določili 60 °C. 
Genomsko DNA iz vseh 3473 generiranih klonov smo izolirali s kompletom reagentov 
KAPA Express Extract. Komplet reagentov KAPA Express Extract, smo uporabili kot 
del visoko zmogljivostne presejalne metode, saj omogoča hitro izolacijo genomske DNA 
iz nizkega števila celic, ko le te še rastejo na mikrotitrskih ploščah za gojenje celic s 96 
vdolbinami. S to metodo lahko dnevno izoliramo genomsko DNA iz klonov, ki rastejo na 
12 mikrotitrskih ploščah s 96 vdolbinami, kar znaša skoraj 1000 klonov, odvisno od 
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učinkovitosti kloniranja. Kloni so pripadali sedmim različnim celičnim naborom, znotraj 
katerih smo ekspresijski vektor želeli tarčno integrirati v bližino super-ojačevalcev t.j. v 
regije SO1, SO2, SO3, SO5, SO6, SO7 in PK. 
Po izolaciji genomske DNA smo izvedli qPCR analizo klonov s kompletom reagentov 
KAPA HRM Fast PCR kit. Kot rezultat qPCR analize dobimo graf amplifikacijske 
krivulje, ki prikazuje relativno fluorescenco (ΔRn) v odvisnost od števila ciklov. Pri 
relativni fluorescenci je upoštevano razmerje med fluorescenco reporterskega barvila in 
fluorescenco pasivne reference, kadar je le ta uporabljena. Poleg tega je odšteto tudi 
ozadje reakcije (angl. baseline). Na osnovi amplifikacijske krivulje ugotovimo, ali je do 
pomnoževanja prišlo, ob predhodni postavitvi standardne krivulje pa lahko določimo 
koncentracijo DNA v izhodnem vzorcu. Ct vrednost predstavlja cikel, pri katerem 
amplifikacijska krivuja preseže pražno vrednost. Nižja kot je vrednost Ct, manj ciklov 
reakcije PCR je bilo protrebnih, da smo zaznali fluorescenčni signal in večja je bila 
koncentracija DNA v izhodnem vzorcu. Graf talilne krivulje prikazuje odvod razmerja 
med spremembo fluorescence in spremembo temperature (-ΔF/ΔT) pri določeni 
temperaturi. Enak PCR produkt ima enako obliko talilne krivulje. Na ta način lahko 
ugotovimo ali gre pri določenem vzorcu za nespecifično pomnoževanje, ki je lahko 
posledica nespecifičnega prileganja začetnih oligonukleotidov oziroma nastajanja 
dimerov začetnih oligonukleotidov ali je pomnoževanje specifično. Vrh talilne krivulje 
predstavlja temperaturo, pri kateri je polovica DNA molekul v obliki dvojne vijačnice, 
polovica pa v obliki enojne vijačnice. 
Kljub optimizaciji temperature prileganja začetnih oligonukleotidov v vseh primerih 
nismo dobili povsem specifičnih rezultatov (slika 21). 
 
Slika 21: Prikaz primerov amplifikacijskih in talilnih krivulj, ki pripadajo 
pozitivni kontroli, negativni kontroli, izbranemu klonu in lažno pozitivnemu klonu 
za regijo PK. Pozitivna kontrola predstavlja genomsko DNA netrasficirane celične 
linije, pomnoženo s kombinacijo začetnih oligonukleotidov, ki prilegajo na genomsko 
DNA testirane regije, negativna kontrola pa predstavlja genomsko DNA netransficiranih 
celic, pomnoženo z izbrano kombinacijo začetnih oligonukleotidov.  
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V prikazanem primeru sta tako amplifikacijska krivulja kot tudi talilna krivulja lažno 
pozitivnega klona skoraj identični krivuljama za negativno kontrolo. Kot klone s prisotno 
tarčno integracijo smo izbrali le tiste, ki smo imeli poleg amplifikacijske krivuje z nizko 
Ct vrednostjo tudi obliko talilne krivulje drugačno kot negativna kontrola (slika 21). 
Po vseh izvedenih analizah qPCR smo podatke o učinkovitosti delovanja sistema za 
urejanje genoma, specifičnosti začetnih oligonukleotidov, številu vseh generiranih 
klonov za posamezno regijo in številu klonov s tarčno integriranim mAb ekspresijskim 
vektorjem zbrali v preglednici 20. Učinkovitost tarčne integracije smo izračunali po 
enačbi 1.  
𝑈č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒 (𝑆𝑂𝑋) =  
Š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑘𝑙𝑜𝑛𝑜𝑣 𝑠 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑜 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑜 (𝑆𝑂𝑋)
Š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑘𝑙𝑜𝑛𝑜𝑣 (𝑆𝑂𝑋)
∗ 100 
Enačba 1: Izračun učinkovitosti tarčne integracije 




















SO1 41 % 580 Slaba / / 
SO2 29 % 592 Slaba / / 
SO3 40 % 593 Odlična 18 3 % 
SO4 15 % / / / / 
SO5 33 % 872 Odlična 58 7 % 
SO6 40 % 208 Dobra  6 3 % 
PK 53 % 628 Odlična 68 11 % 
 
Regije SO4 zaradi nizke učinkovitosti generiranja dvojnih prelomov nismo klonirali. Pri 
ostalih regijah pa smo uspeli pridobiti od 208 pa vse do 872 klonov na regijo. Skupno 
smo s štirimi kombinacijami začetnih oligonukleotidov analizirali 3473 klonov 6 
različnih regij. Vsak klon smo testirali s štirimi različnimi kombinacijami začetnih 
oligonukleotidov, čeprav bi bilo v teoriji dovolj, da bi vsak klon testirali le z dvema 
kombinacijama začetnih oligonukleotidov in tako pokrili smerno kot tudi protismerno 
orientacijo mAb ekspresijskega vektorja. Vendar smo po analizi rezultatov qPCR 
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ugotovili, da smo vsak klon s tarčno integriranim mAb ekspresijskih vektorjem 
identificirali le z eno kombinacijo začentih oligonukleotidov. Možna razlaga bi lahko bila 
razgradnja mAb ekspresijskega vektorja oziroma genomske DNA ob prelomu do te mere, 
da mesta prileganja začetnih oligonukleotidov niso več prisotna. V primeru regij SO1 in 
SO2 zaradi slabe specifičnosti začetnih oligonukleotidov klonov s tarčno integracijo 
nismo mogli določiti. Uvideli smo, da je specifičnost začetnih oligonukleotitov za 
presejanje klonov s tarčno integracijo bistvenega pomena. Zaradi narave eksperimenta na 
tej točki testiranj nismo mogli ustaviti in naročiti novih začetnih oligonukleotidov. 
Posledično nismo mogli določiti učinkovitosti tarčne integracije ter ovrednotiti vpliva 
super-ojačevalcev na izražanje heterolovnih genov v tej regiji. Samo zelo specifični in 
dobro delujoči začetni oligonukleotidi omogočajo identifikacijo velikega števila klonov, 
kar prav tako poveča učinkovitost pridobivanja klonov s tarčno integracijo. V ostalih 
regijah je bila specifičnost začetnih oligonuleotidov dobra in tako smo lahko identificirali 
od 6 - 68 klonov s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem na regijo. Glede na 
rezultate smo dosegli učinkovitost tarčne integracije med 3 % in 11 %.  
Z našim pristopom smo močno povečali učinkovitost tarčne integracije na osnovi 
popravljalnega mehanizma spajanja nehomolognih koncev. V člankih namreč poročajo o 
0,45 % učinkovitosti tarčne integracije po selekciji tarčno integriranih klonov [38]. Mi pa 
smo s selekcijo, ki omogoča da preživijo tako tarčno kot tudi naključno integrirani kloni 
dobili 3 % - 11 % učinkovitost tarčne integracije. 
V primeru, ko so za tarčno integracijo izkoristili popravljalni mehanizem homologne 
rekombinacije po generiranju dvojnega preloma s sistemom za urejanje genoma, so po 
selekciji, s katero so obogatili klone, ki so v genom integrali heterologni gen, pridobili 
7,4 – 27,8 % učinkovitost tarčne integracije, odvisno od tarčnega lokusa in aktivnosti 
sistema za urejanje genoma [36]. Še večjo učinkovitost pa so uspeli pridobiti s sistemom 
CAST ki označuje s CRISRPR povezano transpozazo iz cianobakterije Scytonema 
hofmanni. Sistem vsebuje elemente podobne transpozonu Tn7 in protein Cas12k, ki 
pripada sistemu CRISPR/Cas (slika 11). V tem primeru niso ciljali regij v genomu 
sesalske celice, temveč regije v genomu bakterije E.coli. S kapljično digitalno reakcijo 
PCR (ddPCR) so kvantificirali frekvenco insercij in dobili 80 % učinkovitost tarčne 
integracije [40]. Ne glede na to, da načina na osnovi homologne rekombinacije in sistema 
CAST omogočata večjo učinkovitost tarčne integracije, pa zahtevata tudi časovno 
potratno načrtovanje konstruktov in zahtevnejšo izvedbo eksperimentov. 
Na osnovi rezultatov lahko potrdimo prvo hipotezo, saj smo ugotovili, da način 
integracije predhodno lineariziranega plazmida z zapisom za monoklonsko protitelo v 
tarčno mesto v genom celic CHO z generiranjem dvojnega preloma DNA in popravilom 
preloma na osnovi popravljalnega mehanizma NHEJ, že brez obogatitve klonov, ki imajo 
plazmid integriran na tarčnem mestu, omogoča več kot 10 % učinkovitost tarčne 
integracije heterolognih genov monoklonskega protitelesa  v genom celic CHO.    
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4.2 Preverjanje vpliva transkripcijsko aktivnih regij v genomu celic 
CHO na izražanje heterolognih genov 
Vpliv super-ojačevalcev na produktivnost celic smo preverili v klonih, pri katerih smo 
mAb ekspresijski vektor posamično integrirali v bližino super-ojačevalcev SO3, SO5 in 
SO6. 11-dnevno šaržo brez dohranjevanja smo nacepili s 34 kloni, v katerih smo tarčno 
integracijo potrdili s sekvenciranjem in s 35 kloni z naključno integracijo. Te klone smo 
pridobili iz celičnega nabora, transficiranega z mAb ekspresijskim vektorjem in 
ekspresijskim plazmidom z zapisom za nukleazo. Vsem klonom smo določili stopnjo 
izražanja mRNA lahke in težke verige protitelesa ter število kopij gena za lahko in težko 
verigo protitelesa v genomu celic. Na četrti, šesti, osmi in enajsti dan 11-dnevne šarže 
smo določili viabilnost in število celic v kulturi ter pomerili titer. 
4.2.1 Potrjevanje klonov s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem s 
sekvenciranjem po Sangerju 
Iz izolirane genomske DNA smo pomnožili spoje med mAb ekspresijskim plazmidom in 
genomsko DNA. Produktom PCR smo najprej preverili specifičnost in velikost z 
elektroforezo na čipih (slika 22) ter jih nato sekvencirali po Sangerju. Na ta način smo še 
dodatno potrdili tarčno integracijo mAb ekspresijskega plazmida v genom celic CHO.  
 
Slika 22: Elektroferogram pomnožka PCR.  
Velikost produktov PCR je bila pri nekaterih klonih precej manjša od pričakovane 
velikosti, ki je nad 650 baznih parov. S tem smo potrdili možnost razgradnje plazmida 
oziroma genomske regije ob generiranju dvojnega preloma. Razgradnja bi lahko bila 
posledica delovanja znotrajceličnih nukleaz ali pa posledica popravljalnega mehanizma 
NHEJ. Zaporedje DNA smo določili 35 klonom z identificirano tarčno integracijo 
vektorja v treh različnih regijah in pri vseh razen enem klonu, ki pripada regiji SO5, tarčno 
integriran mAb ekspresijski plazmid tudi potrdili.  
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4.2.2 Analiza titra po 11-dnevni šarži brez dohranjevanja 
Zanimalo nas je, ali integracija mAb ekspresijskega vektorja v bližino odprtih regij 
poveča produktivnost celic. Za ta namen smo med sabo primerjali titer klonov s tarčno in 
naključno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem po 11-dnevni šarži brez 
dohranjevanja (slika 23). 
 
Slika 23: Prikaz titra klonov s tarčno integracijo (N=34) in klonov z naključno 
integracijo (N=35) po koncu 11-dnevne šarži brez dohranjevanja 
Povprečna vrednost titra pri klonih s tarčno integracijo je 8,9 enot/L ± 2,5 enot/L, 
povprečna vrednost titra pri klonih z naključno integracijo pa 7,8 enot/L ± 3,5 enot/L. 
Studentova t-statistika kaže, da razlika ni statistično značilna (p-vrednost = 0,1132). Na 
osnovi teh podatkov moramo ovreči tretjo hipotezo, ki pravi, da integracija heterolognega 
gena v bližino regij, ki smo jih identificirali kot super-ojačevalce vodi v visoko produkcijo 
rekombinantnega proteina. Vrednosti titrov smo nato frekvenčno porazdelili v štiri enake 
razrede in rezultate prikazali s histogramom (slika 24). 
 
Slika 24: Histogram deleža klonov s tarčno oziroma naključno integracijo, ki se 
nahajajo znotraj mej določenega razreda 
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V primeru klonov s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem dobimo le en klon, 
ki ima titer pod 5 enot/L (manj kot 3 %), medtem ko jih v primeru naključne integracije 
dobimo 7 (20 %). Iz rezultatov lahko sklepamo, da s tarčno integracijo pridobimo večji 
odstotek visoko producirajočih klonov, kar bi lahko zmanjšalo obseg kloniranja pri 
razvoju celičnih linij. 
4.2.3 Analiza nivoja izražanja mRNA genov za lahko in težko verigo protitelesa 
Stopnjo izražanja genov za lahko in težko verigo protitelesa smo s določili s kvantifikacijo 
mRNA z uporabo digitalne kapljične reakcije PCR s sondami TaqMan (slika 25). 
 
Slika 25: Primer dvodimenzionalnega grafa pridobljenega z multipleksingom 
TaqMan sond. Prvi kanal analizira fluorescenco barvila FAM – gre za kvantifikacijo 
izražanja težke oziroma lahke verige, drugi kanal pa analizira fluorescenoco barvila VIC 
– gre za kvantifikacijo izražanja referenčnega gena actb. Sive pike predstavljajo 
kapljice, ki niso imele nobene tarčne cDNA, modre pike predstavljajo kapljice, v katerih 
je bila prisota cDNA lahke oziroma težke verige, zelene pike predstavljajo kapljice v 
katerih je bila cDNA gena actb, oranžne pike pa predstavljajo kapljice, v katerih je bila 
prisotna tako cDNA molekula lahke oziroma težke verige, kot tudi cDNA molekula 
gena actb. 
Program nam poda tudi številčni podatek o koncentraciji (številu kopij cDNA na µL 
vzorca) lahke oziroma težke verige ter gena actb. Stopnja izražanja gena za lahko oziroma 
težko verigo, normalizirana na stopnjo izražanja gena actb pa je podatek, ki smo ga 
uporabili pri nadaljnji analizi izražanja genov lahke in težke verige.  
Najprej smo med sabo primerjali nivo izražanja mRNA genov za lahko in težko verigo 
protitelesa v klonih s tarčno integracijo vektorja v odprte regije in klonih z naključno 
integracijo vektorja (slika 26). 




Slika 26: Stopnja izražanja genov za lahko in težko verigo protitelesa 
Povprečna stopnja izražanja gena za lahko verigo, normalizirana na izražanje gena actb, 
je pri klonih s tarčno integracijo 41,2 ± 20,9, pri klonih z naključno integracijo pa 24,1± 
12,3. Po Studentovi t-statistiki je razlika statistično značilna (p-vrednost < 0,0001). V 
povprečju se lahka veriga protitelesa pri klonih s tarčno integracijo izraža 1,7-krat bolj. 
Tudi pri izražanju težke verige opazimo v povprečju višje izražanje v primeru klonov s 
tarčno integracijo. V tem primeru je razlika manjša (1,3-kratna), še vedno pa je statistično 
značilna (p-vrednost = 0,0325). Povprečje izražanja genov za težko verigo pri klonih s 
tarčno integracijo namreč znaša 23,2 ± 11,9, pri klonih z naključno integracijo pa 17,6 ± 
9,4. Na osnovi teh rezultatov bi lahko potrdili drugo hipotezo ki pravi, da integracija 
heterolognega gena v bližino regij, ki smo jih identificirali kot super-ojačevalce vodi v 
visoko izražanje gena. Vendar se zavedamo, da na stopnjo izražanja genov vpliva tako 
mesto integracije, kot tudi število kopij. Zato moramo za dejansko ovrednotenje vpliva 
super-ojačevalcev upoštevati tudi rezultate o številu kopij ekspresijskega vektorja, ki so 
vstavljene v genom.  
Naše sklepanje je bilo, da večje izražanje genov vodi v večjo produktivnost ob koncu 11-
dnevnega šaržnega bioprocesa brez dohranjevanja. Vendar do sedaj zbrani podatki tega 
ne potrjujejo. Izražanje genov je pri tarčno integriranih klonih statistično višje, medtem 
ko za produktivnost tega ne moremo trditi. Z linearno regresijsko analizo smo želeli 
preveriti, ali stopnja izražanja gena za težko verigo protitelesa vpliva na celokupni titer 
po koncu 11-dnevnega šaržnega bioprocesa brez dohranjevanja (slika 27).  




Slika 27: Korelacija med stopnjo izražanja genov in celokupnim titrom 
Za analizo odvisnosti celokupnega titra od izražanja gena za težko verigo smo uporabili 
model enostavne linearne regresije in ugotovili, da pri klonih s tarčno integracijo modelu 
ustreza le 34 % klonov (koeficient determinacije znaša 0,3402), medtem ko pri klonih z 
naključno integracijo modelu ustreza 57 % klonov (koeficient determinacije znaša 
0,5667). Ugotovimo, da je model enostavne linearne regresije neprimeren za 
napovedovanje celokupnega titra na osnovi izražanja mRNA težke verige. 
Na nepričakovane rezultate bi lahko vplivalo razmerje v izražanju lahke in težke verige 
protitelesa. Znanstvene raziskave nakazujejo, da je uravnoteženo izražanje genov za 
lahko in težko verigo protitelesa nujno za doseganje visokih titrov [10, 56]. Iz tega razloga 
smo želeli ugotoviti, kakšna je korelacija med izražanjem gena za lahko in gena za težko 
verigo protitelesa pri klonih s tarčno oziroma naključno integracijo (slika 28). Zapisa za 
lahko in težko verigo protitelesa se na mAb ekspresijskem vektorju nahajata blizu skupaj, 
pod kontrolo dveh enakih promotorjev.  
 
Slika 28: Prikaz korelacije med izražanjem lahke in težke verige protitelesa 
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Iz analize podatkov smo ugotovili, da se gena za lahko in težko verigo protitelesa ne 
izražata enakovredno (slika 28), izražanje genov za lahko in težko verigo pa je močno 
povezano tako pri klonih s tarčno integracijo (Pearsonov keoficient korelacije je 0,8703), 
kot tudi pri klonih z naključno integracijo (Pearsonov koeficient korelacije je 0,717). 
Naklon premice, ki se najbolje prilega točkam na razsevnem grafikonu stopnje izražanja 
lahke in težke verige, pri klonih s tarčno integraciji znaša 0,4944. Iz tega lahko 
izračunamo obratno vrednost naklona, ki znaša 2,023 in pomeni, da se lahka veriga 
protitelesa izraža 2-krat bolj kot težka veriga. Pri naključni integraciji je naklon premice 
0,5452, izračunana obratna vrednost je 1,834. Iz tega sledi, da se lahka veriga izraža 1,8-
krat bolj kot težka veriga. Iz rezultatov smo ugotovili, da je med izražanjem lahke in težke 
verige močna korelacija, kar pomeni, da razmerje med izražanjem lahke in težke verige 
ni odgovor na vprašanje zakaj med izražanjem genov in produktivnostjo ni korelacije. 
Smo pa z analizo korelacije izražanja genov prišli do novega pomembnega zaključka. Ker 
celica izgublja precej energije in celičnih komponent za izdelavo prekomernega števila 
podenot lahke verige, bi bilo tako pri klonih s tarčno integracijo, kot tudi pri klonih z 
naključno integracijo, smiselno gen za lahko verigo dati pod šibkejši promotor.  
Druga možna razlaga, zakaj med izražanjem genov in celokupnim titrom ni korelacije, pa 
je ta, da pri analizi nismo upoštevali, da je produktivnost odvisna tudi od rasti celic. Zato 
je bolj smiselno preveriti, kako je od izražanja gena za težko verigo odvisna specifična 
produktivnost klona (PCD), ki poda podatek koliko proteina ena celica proizvede v enem 
dnevu. Specifično produktivnost smo izračunali po enačbi 2 [57].  
 
𝑃𝐶𝐷(𝑡) =
𝑡𝑖𝑡𝑒𝑟(𝑡) − 𝑡𝑖𝑡𝑒𝑟(𝑡 − 1)
𝐼𝑉𝐶(𝑡) − 𝐼𝑉𝐶(𝑡 − 1)
 
Enačba 2: Izračun specifične produktivnosti (PCD). Specifična produktivnost 
PCD(t), izračunana med dnevoma t-1 in t, je enaka koeficientu razlike titra in razlike 
integrala viabilnih celice (IVC) izračunanega na določen dan bioprocesa (t) in na dan 
bioprocesa, katerega smo izvedli predhodno meritev (t-1). IVC(t) smo izračunali po 
enačbi 3. 
 
𝐼𝑉𝐶(𝑡) = 𝐼𝑉𝐶(𝑡 − 1) +
𝑉𝐶𝐷(𝑡 − 1) + 𝑉𝐶𝐷(𝑡)
2
× (𝑡 − (𝑡 − 1)) 
Enačba 3: Izračun integrala viabilnih celic (IVC). Integral viabilnih celic na določen 
dan bioprocesa t je enak vsoti integrala viabilnih celic izračunanega za dan, katerega 
smo naredili predhodno meritev (t-1) in povprečja števila viabilnih celic/mL (VCD) 
pomerjenih na dan t in t-1, pomnoženega z razliko v številu dni med dvema dnevoma t 
in t-1. 
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Za vse klone smo izračunali specifično produktivnost do 4. dne, med 4 in 6 dnevom, med 
6 in 8 dnevom ter med 8 in 11 dnevom 11-dnevne šarže brez dohranjevanja. Vrednosti 
smo prikazali z razsevnimi grafikoni, za analizo pa smo uporabili model enostavne 
linearne regresije (slika 29).  
 
Slika 29: Korelacija med izražanjem mRNA težke verige in specifično 
produktivnostjo na dan 4, 6, 8 in 11. 
Glede na koeficient determinacije smo ugotovili, da je model enostavne linearne regresije 
najboljši v primeru odvisnosti specifične produktivnosti do dneva 4 od izražanja gena 
težke verige. Koeficient determinacije v tem primeru za klone s tarčno integriranim mAb 
ekspresijskim vektorjem znaša 0,7503, za klone z naključno integracijo pa 0,8062, kar 
pomeni, da 75 % klonov s tarčno oziroma 81 % klonov z naključno integracijo mAb 
ekspresijskega vektorja ustreza modelu.  
Ob spoznanju, da je nivo mRNA močno povezan s specifično produktivnostjo do dneva 
4 (slika 29) ter da je nivo izražanja genov večji v tarčno integriranih klonih, smo želeli 
preveriti, ali je tudi povprečna specifična produktivnost do 4. dne klonov s tarčno 
integracijo višja od povprečne specifične produktivnosti klonov z naključno integracijo 
(slika 30). 




Slika 30: Specifična produktivnost klonov do 4. dne 11-dnevne šarže brez 
dohranjevanja 
Kloni s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem imajo v obdobju od začetka do 
četrtega dne bioprocesa v povprečju specifično produktivnost 18,7 ± 7,6 enot/celico/dan, 
kloni z naključno integracijo pa 12,6 ± 7,0 enot/celico/dan. Glede na Studentovo t-
statistiko ugotovimo, da je razlika statistično značilna (p-vrednost=0,0009). V povprečju 
imajo kloni s tarčno integracijo 1,5-krat višjo specifično produktivnost kot kloni z 
naključno integracijo. Podobno razliko med kloni z tarčno in naključno integracijo smo 
dobili tudi pri izražanju lahke in težke verige protitelesa, kjer smo ugotovili, da se pri 
klonih s tarčno integracijo lahka veriga protitelesa izraža 1,7-krat bolj, težka veriga pa 
1,3-krat bolj. Če imamo torej pri tarčni integraciji 1,3-krat višje izražanje mRNA, imajo 
kloni potencial producirati 1,3-krat več proteina. Iz tega sledi, da bi lahko produktivnost 
povečali s prilagajanjem bioprocesa posameznemu klonu.  
Za ovrednotenje izražanja genov transkripcijsko aktivnih regijah smo morali preveriti še, 
ali je večje izražanje genov za lahko in težko verigo protitelesa in večja specifična 
produktivnost dejansko posledica delovanja  super-ojačevalcev, ali je posledica večjega 
števila kopij genov za lahko in težko verigo protitelesa v genomu celic. 
4.2.4 Analiza števila kopij genov za lahko in težko verigo protitelesa 
Analizo števila kopij gena za lahko in težko verigo smo naredili z uporabo treh različnih 
sond TaqMan, ki so bile označene z barvilom FAM. Za vsak klon smo naredili 3 reakcije 
in pri tem poskrbeli, da je bila v vsaki reakciji enaka koncentracija genomske DNA. S 
prvo reakcijo smo določili število kopij lahke verige, z drugo reakcijo število kopij težke 
verige, s tretjo reakcijo pa število kopij referenčnega gena gluc (slika 31). 




Slika 31: Primer enodimenzionalnega grafa. Na grafu fluorescirajo kapljice, ki 
vsebujejo matrično DNA, ki nosi zapis za lahko verigo protitelesa. 
Gen gluc se v genomu celic CHO nahaja v dveh kopijah, na vsakem homolognem 
kromosomu v eni kopiji. Za absolutno določanje števila kopij genov za lahko in težko 
verigo protitelesa v eni celici smo izračunali razmerje med številom kopij gena za lahko 
oziroma težko verigo protitelesa na µL ter številom kopij gena za gluc na µL in rezultat 
pomnožili s faktorjem 2. Absolutno število kopij genov smo nato uporabili za nadaljnje 
analize. 
Najprej smo primerjali število kopij genov lahke oziroma težke verige med kloni s tarčno 
in naključno integracijo (slika 32). 
 
Slika 32: Število kopij lahke verige in število kopij težke verige na genom celice 
CHO. Na grafih ni prikazan klon 58, pri katerem je bilo prisotnih 120 kopij lahke 
verige in 126 kopij težke verige. 
Petra Vivod, Tarčna integracija heterolognih genov monoklonskega protitelesa v genom celic CHO  
53 
 
Izračun povprečja lahko močno motijo osamelci, zato je v primeru, ko so prisotni 
osamelci priporočljivo, da se povprečje izračuna z osamelci in brez osamelcev [58]. Po 
izračunu povprečja z osamelci imajo kloni s tarčno integracijo v povprečju 8,3 ± 20,5 
kopij lahke verige in 7,9 ± 21,7 kopij težke verige na genom. Kloni z naključno integracijo 
pa 2,4 ± 2,1 kopij lahke verige in 2,1 ± 2,0 kopij težke verige na genom celice. Glede na 
Studentovo t-statistiko razlika med kloni s tarčno in kloni z naključno integracijo ni 
statistično značilna. P-vrednosti znašata 0,0923 v primeru statistične obdelave števila 
kopij gena za lahko verigo in 0,1218 v primeru statistične obdelave števila kopij za težko 
verigo. Ob izračunu povprečja brez osamelcev (izključili smo štiri najvišje vrednosti pri 
klonih s tarčno integracijo in eno najvišjo vrednost pri klonih z naključno integracijo) pa 
imajo kloni s tarčno integriranim vektorjem v povprečju 3,4 ± 2,0 kopije gena lahke 
verige na genom, kloni z naključno integracijo v povprečju 2,1 ± 1,0 kopiji gena lahke 
verige na genom. Po Studentovi t-statistiki je razlika statistično značilna (p-vrednost = 
0,0011). Pri številu kopij gena težke verige imajo kloni s tarčno integracijo v povprečju 
2,7 ± 2,4 kopij gena težke verige na genom, kloni z naključno integracijo pa 1,8 ± 0,9 
kopij gena težke verige na genom. Glede na Studentov t-statistiko je razlika med njima 
statistično značilna (p-vrednost = 0,0439). Sklepamo, da je večje število kopij posledica 
tarčne integracije na osnovi popravljalnega mehanizma NHEJ. Lastnost popravljalnega 
mehanizma NHEJ je, da skupaj spoji katerokoli dvoverižno DNA – genomsko ali 
plazmidno. Če v bližino dvojnega preloma vnesemo zadostno količino lineariziranega 
plazmida bo popravljalni mehanizem z določeno verjetnostjo eno ali več kopij plazmida 
vgradil na mesto preloma dvojne vijačnice.  
Med številom kopij plazmida za lahko in težko verigo protitelesa pričakujemo močno 
korelacijo. Zapisa za lahko in težko verigo se nahajata skupaj na istem plazmidu in zato 
bi se morala v večini primerov skupaj integrirati v genom celic CHO. 
 
Slika 33: Korelacija števila kopij za lahko in težko verigo. Manjka podatek za klon 
58, ki vsebuje 120 kopij lahke in 126 kopij težke verige. 
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Korelacija med številom kopij lahke in težke verige kaže na zelo visoko povezanost med 
spremenljivkama tako za klone s tarčno integracijo (Pearsonov koeficient korelacije = 
0,9966) kot tudi za klone z naključno integracijo (Pearsonov koeficient korelacije = 
0,9545) (slika 33). Iz naklona premice, ki najbolje prilega točkam na razsevnem grafikonu 
ugotovimo, da se je za vsako kopijo lahke verige vgradila tudi kopija težke verige. Pri 
klonih s tarčno integracijo je naklon 1,056, pri klonih z naključno pa 0,9210. Rezultat je 
pričakovan in na ta način smo potrdili tudi ustreznost metode določanja števila kopij na 
osnovi kapljične digitalne reakcije PCR. 
Z namenom ovrednotiti vpliv odprtih regij na izražanje mRNA smo analizirali še, 
kolikšna je stopnja izražanja mRNA na posamezno kopijo gena lahke oziroma težke 
verige protitelesa (slika 34)  
 
Slika 34: Izražanja mRNA na posamezno kopijo gena za lahko oziroma težko 
verigo protitelesa  
V povprečju je pri klonih s tarčno integracijo izražanje mRNA na posamezno kopijo gena 
lahke verige 12,6 ± 9,7, pri klonih z naključno integracijo pa 12,9 ± 6,8. Po Studentovi t-
statistiki razlika med njima ni statistično značilna (p-vrednost = 0,8793). V primeru 
izražanje mRNA na posamezno kopijo gena za težko verigo, pa je pri klonih s tarčno 
integracijo izražanje 10,9 ± 9,0, pri klonih z naključno integracijo pa 10,6 ± 6,7. Razlika 
ni statistično značilna (p-vrednost = 0,8808).  
Na podlagi opisanih rezultatov moramo ovreči hipotezi, da tarčna integracija mAb 
ekspresijskega vektorja v analizirane regije vodi v visoko izražanje gena in posledično v 
visoko produkcijo rekombinantnega proteina. Pokazali smo namreč, da povprečno 
izražanje mRNA na eno kopijo gena pri tarčno integriranih klonih za nobeno od testiranih 
regij SO3, SO5 in SO6 ni statistično večje kot pri klonih z naključno integracijo. Smo pa 
prišli do spoznanja, da bi princip tarčne integracije, ki smo ga razvili, v prihodnje lahko 
uporabljali za integracijo več kopij vektorja v genom celice, kar prav tako vodi do večje 
produktivnosti celic. Vedeli smo, da obstaja možnost tandemskih integracij plazmida v 
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tarčno mesto, vseeno pa nismo pričakovali tako izrazite razlike v številu kopij med 
naključno in tarčno integracijo.  
Po številu kopij je zelo izstopal klon 58, ki ima ogromno število kopij, vsaj ena pa je 
integrirana v regiji super-ojačevalca SO4. S FISH in mFISH metodo smo preverili število 
integracijskih mest, predvsem pa smo želeli potrditi integracijsko mesto na kromosomu 
6. 
 
Slika 35: FISH in mFISH klona 58. mAb ekspresijski plazmid se nahaja na 
kromosomu 6. 
S FISH in mFISH analizo smo potrdili integracijo mAb ekspresijskega vektorja na 
kromosomu 6 ter ugotovili, da ima klon 58 le eno integracijsko mesto. Močan signal pri 
FISH analizi pa nakazuje, da je v tem integracijskem mestu zares integriranih veliko 
število mAb ekspresijskih vektorjev (slika 35).
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5 Sklepi  
Integracija lineariziranega mAb ekspresijskega vektorja v genom celic CHO na osnovi 
popravljalnega mehanizma spajanja nehomolognih koncev, ki so nastali po tarčnem 
generiranju preloma dvojne vijačnice, že brez obogatitve klonov, ki imajo vektor 
integriran na tarčnem mestu, predstavlja enostaven in učinkovit način tarčne integracije, 
s čimer potrjujemo prvo hipotezo. Za učinkovito generiranje dvojnega preloma je 
potrebno načrtati le osnovni plazmid z zapisom za nukleazo, ter protismerne začetne 
oligonukleotide, s katerimi smo z reakcijo PCR pridobili pomnožke z zapisom za vodilno 
RNA. Na osnovi teh konstruktov smo dosegli preko 40 % učinkovitost generiranja 
dvojnih prelomov. Poleg sistema za urejanje genoma smo v celico hkrati tudi vnesli 
veliko količino lineariziranga mAb ekspresijskega plazmida. Celica je s popravljalnim 
mehanizmom NHEJ želela popraviti prelom dvojne vijačnice in posledično spojila 
nehomologne konce – ne glede na to, ali so pripadali genomski ali plazmidni DNA. Z 
opisanim načinom smo dosegli 3 - 11 % učinkovitost tarčne integracije, s čimer smo 
precej izboljšali učinkovitost tarčne integracije na osnovi popravljalnega mehanizma 
NHEJ, ki smo jo zasledili v literaturi [38].  
Učinkovitost tarčne integracije bi lahko še izboljšali s povečano učinkovitostjo 
generiranja dvojnih prelomov, ki bi jo glede na naše podatke pridobili z načrtovanjem 
ekspresijskih plazmidov, ki imajo zapis za endonukleazo in vodilno RNA. Učinkovitost 
tarčne integracije bi, glede na podatke iz drugih raziskav, lahko izboljšali tudi z 
linearizacijo mAb ekspresijskega plazmida in vivo na osnovi sistema za generiranje 
mestno specifičnega preloma plazmidne DNA [59]. S tem bi namreč tudi na plazmidu 
generirali topi dvojni prelom DNA, do katerega ima heterodimer Ku, ki sodeluje pri 
popravljalnem mehanizmu NHEJ, večjo afiniteto. V največji meri pa bi učinkovitost 
tarčne integracije izboljšali na način, da bi uvedli sistem, s katerim bi lahko izvajali tudi 
pozitivno selekcijo. To pomeni, da bi po selekciji preživele le celice, ki imajo v genomu 
mAb ekspresijski vektor integriran na tarčnem mestu.  
Ne glede na opisane možne izboljšave pa je potrebno izpostaviti, da je naš način ravno 
zaradi hitrega načrtovanja ter enostavne izvedbe eksperimentov še vedno najprimernejši 
način za pridobivanje klonov s tarčno integriranim mAb ekspresijskim vektorjem v 
različnih odprtih regijah genoma celic CHO. Na osnovi teh klonov smo preverili vpliv 
treh različnih super-ojačevalcev na izražanje heterolognega gena ter produktivnost 
celičnih linij. 
Na podlagi zbranih podatkov o izražanju heterolognega gena in produktivnosti celičnih 
klonov moramo ovreči hipotezi, da tarčna integracija mAb ekspresijskega vektorja v 
bližino super-ojačevalcev določenih z metodo ATAC-seq, vodi v visoko izražanje 
heterolognega gena in visoko produkcijo rekombinantnega proteina. Pri klonih s tarčno 
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integriranim mAb ekspresijskim vektorjem smo sicer pokazali večjo stopnjo izražanja 
heterolognega gena, ki pa je bila posledica večjega števila kopij gena. Ko smo med sabo 
primerjali stopnjo izražanja mRNA na eno kopijo gena pa smo ugotovili, da med kloni s 
tarčno in naključno integracijo razlika ni statistično značilna. Poudariti pa je potrebno, da 
smo testirali le 3 od 32 identificiranih super-ojačevalcev in da lahko v primeru drugih 
regij pričakujemo drugačne rezultate. 
Večjo produktivnost bi morda lahko dosegli z integracijo mAb ekspresijskega plazmida 
direktno v odprte regije genoma. V najnovejših raziskavah so gene za lahko in težko 
verigo protitelesa integrirali v genom celic CHO s transpozonskimi sistemi, kot so Leap-
in transpozaze in piggy-Bac transpozoni, ki se preferenčno integrirajo v transkripcijsko 
aktive regije genoma. S tem so povečali stopnjo izražanja genov za lahko in težko verigo 
protitelesa, ki pa ni bila posledica večjega števila kopij [56, 60, 61]. 
Zaključujemo, da nismo uspeli potrditi vpliv super-ojačevalcev na povečano izražanje 
heterolognih genov, vendar pa smo kljub temu uspeli razviti način tarčne integracije za 
pripravo celičnih linij z izboljšano produktivnostjo. 
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